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I . I n t r o d u c t i o n
D N A i s t h e b u i l d i n g b l o c k o f l i f e a n d r e p r e s e n t s t h e c o m p l e t e h e r e d i t a r y
b a c k g r o u n d o f a l l l i v i n g t h in g s . G i v e n t h e im p o r t a n c e o f D N A , g e n o m i c r e s p o n s e s t o
c e r t a i n s t r e s s f u l e n v i r o n m e n t a l a n d c h e m i c a l t h r e a t s a r e b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y
s i g n i f i c a n t a s m o r e a n d m o r e k n o w l e d g e i s g a i n e d i n t h e fi e l d s o f D N A r e p a i r a n d
m u t a g e n e s i s . F u r t h e r s i g n i f i c a n t c o n t r i b u t i o n s t o m a n
'
s k n o w l e d g e o f m u t a g e n e s i s a n d
c a r c i n o g e n e s i s m a y r e s u l t f r o m b e i n g a b l e t o e f fi c i e n t l y a n d s e n s i t i v e l y d e t e c t d a m a g e t o
D N A . A p u r i n i c / a p y r im i d i n i c (A P ) s i t e s a r e c o m m o n n o n - c o d i n g D N A l e s i o n s t h a t c a n
i n h ib i t D N A r e p l i c a t i o n a n d r e s u l t i n m u t a t i o n s a n d l o s s o f g e n e t i c i n t e g r i t y (L i n d a h l a n d
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a c t i o n o f d a m a g i n g a g e n t s , o r a s i n t e r m e d i a t e s d u r i n g t h e c o u r s e o f b a s e e x c i s i o n r e p a i r
(B E R ) o f o x i d i z e d , d e a m i n a t e d , o r a l k y l a t e d b a s e s (A t am n a e t a l . 2 0 0 0 ) . D e t e c t i o n o f A P
s i t e s i s im p o r t a n t s i n c e A P s i t e s a r e c o m p o n e n t s o f D N A d a m a g e a n d r e p a i r .
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r e qu i r e t h e u s e o f r a d i o a c t i v i t y o r l a c k s e n s i t i v i t y f o r m e a s u r e m e n t o f l o w n u m b e r s o f A P
s i t e s (I d e e t a l . 1 9 9 3 ; N a k am u r a e t a l . 1 9 9 8 ) . K u b o e t a l . d e m o n s t r a t e d a s im p l e , s e n s i t i v e
m e t h o d fo r t h e d e t e c t i o n o f A P s i t e s u s i n g a n a l d e h y d e - r e a c t i v e p r o b e (A R P ) .
T h i s r e s e a r c h f o c u s e s o n t h e s y n t h e s i s o f t h e A R P u s i n g t - b u t y l o x y c a r b o n y l (/ -
B O C ) a s a p r o t e c t i n g g r o u p c o u p l e d w i th a n a c t i v a t e d e s t e r s y n t h e s i s . T h i s r e s e a r c h a l s o
i n v o l v e s w o r k o n t h e s y n t h e s i s o f o t h e r n o v e l A R P p r o b e s t h a t c o u l d b e u s e d i n t h e
1
d e t e c t i o n o f A P s i t e s . M o d i f i c a t i o n s o f A R P m a y a l l o w f o r f u r t h e r i m p r o v e m e n t s i n A P
q u a n t i fi c a t i o n a s s a y s t h a t c a n i n c r e a s e s e n s i t i v i t y , s p e c i f i c i t y , a n d s t a b i l i t y o f r e a g e n t s .
T h e D N A p r o b e s i n v o l v e d i n t h i s r e s e a r c h c a n b e s e e n i n F i g u r e 1
A n o v e l A R P w a s s y n t h e s i z e d u s i n g 2 - im i n o b i o t i n h y d r a z i d e h y d r o c h l o r i d e , a
c o m p o u n d s im i l a r i n s t r u c t u r e t o b i o t i n h y d r a z i d e d i f f e r i n g o n l y i n t h a t i t i s p r e s e n t a s a
s a l t a n d h a s a n i m i n o r a t h e r t h a n a c a r b o n y l g r o u p a t C2 . I n t h e A R P a s s a y , o n c e A P
s i t e s h a v e r e a c t e d w i t h A R P , t h e c o m p l e x e s c a n b e d e t e c t e d b y t h e b i n d i n g o f t h e b i o t i n
t o a v i d i n o r s t r e p t a v i d i n , w h i c h th e n , w h e n r e a c t e d w i t h th e a p p r o p r i a t e s u b s t r a t e , w i l l
g i v e a s i g n a l p r o p o r t i o n a t e t o t h e n u m b e r o f A P s i t e s . T h e a v i d i n - b i o t i n c o m p l e x i s
c h a r a c t e r i z e d b y a d i s s o c i a t i o n c o n s t a n t (K d ) o f a p p r o x im a t e l y 10 - 1 5 ; s t r e p t a v i d i n i s
r e p o r t e d t o h a v e a s im i l a r K d v a l u e (H e n e y a n d O r r 19 80 ) . A s s u c h , t h e b i n d i n g o f
a v i d i n - b i o t i n i s v e r y s t r o n g a n d m a k e s i t d i f fi c u l t t o u s e i n t h e a f f i n i t y i s o l a t i o n o f
b i o t i n y l a t e d c o m p o n e n t s . R e l e a s e o f c o m p l e x e s fi ro m a n l A c o l u m n r e q u i r e h a r s h
c o n d i t i o n s w h i c h c a n d e n a t u r e p r o t e i n s . H o w e v e r , im i n o b i o t i n h a s a m u c h l o w e r
d i s s o c i a t i o n c o n s t a n t t h a t h a s t h e a d d i t i o n a l a d v a n t a g e o f b e i n g p H d e p e n d a n t A t h i g h
p H , t h e 2 - im i n o b i o t i n e x i s t s m o s t l y i n i t s fr e e b a s e f o r m w i t h t i g h t b i n d i n g t o a v i d i n
c h a r a c t e r i s t i c o f b i o t i n . A t l o w e r p H , t h e c o m p o u n d e x i s t s i n t h e s a l t f o r m , a n d i t
i n t e r a c t s o n l y w e a k l y w i t h a v i d i n (H e n e y a n d O r r 19 8 0 ) . T h i s i o n i z a t i o n o f t h e g u a n i d i n e
g r o u p , a s s h o w n i n F i g u r e 2 , m a k e s t h e p u r i fi c a t i o n o f c o m p o u n d s c o n j u g a t e d t o
im i n o b i o t i n p o s s i b l e u n d e r m i l d c o n d i t i o n s b y a f fi n i t y c h r o m a t o g r a p h y (A t h a p p i l l y a n d
H e n dr i c k s o n 1 9 9 7 ) . A P s i t e s t a g g e d w i t h i m i n o A R P c a n b e e x c i s e d b y e n z y m e a n d t h e n
e a s i l y p u r i fi e d b y s t r e p t a v i d i n a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y b e f o r e b e i n g q u a n t i fi e d b y
L C /M S .
I n a d d i t i o n , a p r o b e w a s s y n t h e s i z e d w i t h t e r t i a r y b u t y l c a r b a z a t e , t h u s c h a n g i n g
t h e r e a c t i n g m o i e t y o f t h e o r i g i n a l A R P f r o m - O N H 2 t o - N H N H 2 M u c h o f t h e
t e c hn o l o g y a v a i l a b l e t o d a y d o e s n o t a l l o w f o r t h e di s t i n c t i o n b e t w e e n i n t a c t A P s i t e s a n d
A P s i t e s a t t h e 3 ' - t e rm i n u s (M a l v y e t a l . 1 9 9 9 ) . T o m e a s u r e A P s i t e s a t t h e 3
'
- t e rm i n u s
u s i n g A R P r e qu i r e s 5
'
c l e a v a g e w i t h e x o n u c l e a s e I I I , b u t n o n - s p e c i fi c c l e a v a g e a l s o
o c c u r s a t t h e 3 ' l i n k a g e m a k i n g t h e q u a n t i fi c a t i o n v e r y d i f fi c u l t . L i v i n g s t o n n o t i c e d t h a t
c l e a v a g e o f t h e D N A b a c k b o n e w a s c a u s e d b y c o m p o u n d s c o n t a i n i n g N H - N H 2 a n d n o t
t h o s e c o n t a i n i n g O - N H 2 . T h e fo r m a t i o n o f a S c h i f f b a s e e n h a n c e s t h e d e p a r t u r e o f a
p r o t o n fr o m C2
'
o f t h e d e o x y r i b o s e a n d m a k e s t h e p h o s p h o d i e s t e r b o n d l a b i l e (F i g u r e 3 )
(T a lp a e r t - B o r l e
'
a n d L u i z z i 1 9 8 3 ) . T h e r e a c t i o n o f h y d r o x i d e i o n s o r p r i m a r y a m i n e s
w i t h t h e a l d e h y d e fu n c t i o n a l g r o u p i n a n A P s i t e l e a d s t o 3
'
c l e a v a g e t hr o u g h b e t a
e l i m i n a t i o n a n d t h e n t o s e c o n d a r y c l e a v a g e i n 5
'
t h r o u g h d e l t a e l i m i n a t i o n w h i c h r e s u l t s
i n t h e r e m o v a l o f t h e A P s i t e a l o n g w i t h th e d e o x y r i b o s e r i n g fr o m th e D N A b a c k b o n e
(M a l v y e t a l . 2 0 0 0 ) . I t i s p r o p o s e d t h a t h y d r a z i n o A R P w i l l c l e a v e 3
'
, r e q u i r i n g n o
e n d o n u c l e a s e
,
r e s u l t i n g i n a m o r e a c c u r a t e w a y o f m e a s u r i n g i n t a c t s i t e s t h r o u g h t h e
n u m b e r o f b r e a k s . E x c i s e d s i t e s c a n t h e n b e e a s i l y c h a r a c t e r i z e d a n d q u a n t i f i e d b y
L C / M S .
Sj m th e s i s o f a p r o b e i n c o r p o r a t i n g a l o n g a l k y l c h a i n w a s a t t e m p t e d b y
c o n j u g a t i n g 16 - h y d r o x y h e x a d e c a n o i c a c i d t o b i o t i n h y dr a z i d e . T h e p r im a r y o bj e c t i v e o f
t h i s m o d i f i c a t i o n t o A R P w a s t o p u r i fy o l i g n u c l e o t i d e s c o n t a i n i n g a b a s i c s i t e s (K r o t z
2 0 0 1) . B a s e d o n r e s e a r c h w i t h m e th o x y a m in e (M X ), w h i c h c a n i n h i b i t t h e c l e a v a g e o f
A P s i t e s (L i u e t a l . l 9 9 9) , t h e l o n g c h a i n t e t h e r m a y a l s o h a v e s o m e i n h i b i t o r y e f f e c t s
t o w a r d s A P e n d o n u c l e a s e . A s s u c h , i t m a y h a v e a p l a c e a m o n g a n t i - c a n c e r d r u g s
(T a v e m a e t a l . 2 0 0 1 ) .
I I . L i t e r a t u r e R e v i e w
I I . A . A P S i t e F o r m a t i o n
T h e D N A i n e a c h c e l l c o n t a i n s a l l t h e g e n e t i c i n f o r m a t i o n n e e d e d f o r g r o w t h a n d
r e p r o d u c t i o n . G e n e s c a r r y t h e i n s t r u c t i o n s f o r m a k i n g p r o t e i n s , e n z y m e s , a n d o t h e r
b i o m o l e c u l e s t h a t a r e r e s p o n s i b l e f o r c a r r y i n g o u t c e l l u l a r p r o c e s s e s . T h i s i n f o r m a t i o n i s
c o d e d b y a s e r i e s o f f o u r b a s e s - a d e n i n e , g u a n i n e , c y t o s i n e a n d th y m i n e l i n k e d t o g e t h e r i n
a s p e c i jEi c s e q u e n c e o r c o d e . T h e s e q u e n c e i n w h i c h th e s e m o l e c u l e s a r e o r d e r e d
d e t e r m i n e s t h e i n f o r m a t i o n c o n t a i n e d i n t h e D N A (C a m p b e l l 1 9 9 4 ) .
G i v e n t h e r o l e o f D N A , m a i n t e n a n c e o f t h e a c c u r a c y o f t h e g e n e t i c c o d e i s c r i t i c a l
f o r t h e s u r v i v a l o f c e l l s , i n d i v i d u a l s , a n d e v e n w h o l e s p e c i e s . H o w e v e r , t h e s t r u c t u r e o f
D N A i s d y n a m i c a n d c a n b e a l t e r e d i n s e v e r a l w a y s (F r i e db e r g 19 9 5 ) . G e n o m e s a r e
v u l n e r a b l e t o a w i d e a r r a y o f D N A d a m a g e w h i c h c o m e s i n m a n y f o r m s a n d c a n b e
c a u s e d b y n u m e r o u s a g e n t s . O x i d a t i o n , h y d r o l y s i s , a n d a l k y l a t i o n a r e a l l m a j o r f o r m s o f
d am a g e . F o rm a t i o n o f a p u r i n i c / a p y r im i d i n i c (A P ) s i t e s m a k e s u p o n e o f t h e m a j o r
g r o u p s o f D N A l e s i o n s . A P s i t e s a r i s e v i a t h e s p o n t a n e o u s , c h e m i c a l l y - i n d u c e d , o r
e n z ym e c a t a l y z e d b a s e e x c i s i o n r e p a i r (B E R ) i n v o lv i n g h y d r o l y s i s o f t h e N - g l y c o s y l
b o n d , s e p a r a t i n g t h e b a s e f r o m th e s u g a r b a c k b o n e i n t h e D N A (L o e b a n d P r e s t o n 19 8 6) .
I I . A . 1 . S p o n t a n e o u s D a m a g e
Sp o n t a n e o u s , o r e n d o g e n o u s D N A d a m a g e o c c u r s a s a r e s u l t o f n a t u r a l p r o c e s s e s
i n c e l l s . S u c h d a m a g e m a y o c c u r a s a r e s u l t o f t h e i n h e r e n t i n s t a b i l i t y o f t h e D N A
m o l e c u l e o r t h r o u gh e r r o r s i n r e p l i c a t i o n o r r e c o m b i n a t i o n , h i a d d i t i o n t o A P s i t e s , b a s e
m o d i fi c a t i o n s
,
d e o x y r i b o s e d a m a g e , a n d s t r a n d b r e a k s a r e a l l e x a m p l e s o f s p o n t a n e o u s
c h a n g e s (C r o t e a u a n d B o h r 1 9 9 7 ) . P r e m u t a g e n i c l e s i o n s c a n r e s u l t f r o m s p o n t a n e o u s
c h a n g e s i n t h e c h e m i c a l s t r u c t u r e o f t h e b a s e s t h a t a l t e r t h e i r c a p a c i t y f o r h y d r o g e n b o n d
f o r m a t i o n . T h e s e c h a n g e s i n c l u d e t a u t o m e r i c s h i f t s , d e a m i n a t i o n , d a m a g e f r o m o x i d a t i v e
s t r e s s , a n d d e p u r i n a t i o n a n d d e p y r im i d i n a t i o n . (F r i e d b e r g 19 9 5) .
I L A . l . a . T a u t o m e r i c Sh i f t s
T a u t o m e r i c s h i ft s a r e t h e r e a r r a n g e m e n t o f b o n d s r e s u l t i n g i n s t r u c t u r a l
i s o m e r i s m . A l l o f t h e b a s e s h a v e t a u t o m e r f o r m s w h i c h a l t e r t h e i r b a s e - p a i r i n g
c h a r a c t e r i s t i c s . T h e 4 - k e t o f o r m o f t h y m i n e a n d t h e 6 - k e t o f o r m o f g u a n i n e a r e f a v o r e d ;
h o w e v e r , a 1 , 3 - s h i ft o f t h e a m i d o h y d r o g e n r e s u l t s i n t h e e n o l f o r m s (W a d e 19 9 5 ) . T h e
p a i r i n g p r o p e r t i e s o f t h e e n o l t a u t o m e r s c h a n g e s o t h a t T
- G a n d G - T m i s p a i r i n g o c c u r s .
A s m a l l fr a c t i o n o f T a n d G c a n a l w a y s b e fo u n d i n t h e l e s s s t a b l e e n o l f o r m . I f t h e e n o l
t a u t o m e r i s p r e s e n t d u r i n g t h e r e p l i c a t i o n p r o c e s s , t h e b a s e w i l l m i s p a i r i n t h e d a u g h t e r
s t r a n d (W a t s o n 19 7 6 ) .
I I . A . l . b . D e a m i n a t i o n
D e a m i n a t i o n c a n o c c u r i n a d e n i n e , g u a n i n e , a n d c y t o s i n e a n d i s a t y p e o f s i n g l e
b a s e c h a n g e d a m a g e . D e a m i n a t i o n o c c u r s w h e n t h e e x o c y l i c a m i n o g r o u p i s l o s t fr o m
o n e o f t h e a b o v e b a s e s . I t c a n o c c u r e i t h e r s p o n t a n e o u s l y i n p H a n d t e m p e r a t u r e
d e p e n d e n t r e a c t i o n s i n D N A o r b e i n du c e d b y c h e m i c a l s , s u c h a s n i t r o u s a c i d a n d s o d i u m
b i s u l f i t e . (F r i e d b e r g 19 9 5 ) .
I I . A . 1 . C . O x i d a t i v e D a m a g e
R e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s (R O S) a r e a l s o a n im p o r t a n t s o u r c e o f s p o n t a n e o u s
d am a g e t o D N A . (R O S) a r e g e n e r a t e d i n c e l l s d u r i n g n o r m a l m e t a b o l i c p r o c e s s e s a n d b y
a n u m b e r o f e x o g e n o u s a g e n t s , i n c l u d i n g i o n i z i n g r a d i a t i o n (N a k a m u r a e t a l . 2 0 0 0 ) .
O x y g e n i s n e c e s s a r y f o r t h e u t i l i z a t i o n o f e n e r g y i n a c e l l . H o w e v e r , t h e l e a k a g e
a s s o c i a t e d w i t h t h e r e d u c t i o n o f o x y g e n d u r i n g t h e o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n c y c l e i s a
m a j o r s o u r c e o f fr e e r a d i c a l s P e r o x i s o m a l m e t a b o l i s m a n d th e m e t a b o l i s m o f p h a go c y t i c
l e u k o c y t e s a l s o p r o d u c e R O S (F r i e db e r g 19 9 5 ) . A n u m b e r o f x e n o b i o t i c s a n d r a d i a t i o n
c a n d i r e c t l y g e n e r a t e R O S (K l a a s s e n 2 0 0 1 ) .
F r e e r a d i c a l s p o s s e s s u n p a i r e d e l e c t r o n s a n d a r e c h e m i c a l l y v e r y r e a c t i v e .
T h r o u g h a b s t r a c t i o n o f h y d r o g e n a t o m s o r e l e c t r o n s , t h e y c a n o x i d i z e D N A , p r o t e i n s , a n d
l i p i d s i n c e l l m e m b r a n e s . D N A b a s e m o d i f i c a t i o n s , a b a s i c s i t e s , d e o x y r i b o s e d am a g e ,
a n d s i n g l e a n d d o u b l e s t r a n d b r e a k s a r e a l l i n d u c e d f o l l o w i n g v a r i o u s f o r m s o f o x i d a t i v e
s t r e s s (C r o t e a u a n d B o h r 19 9 7 ) . T h e m o s t im p o r t a n t o f t h e R O S i s t h e h y d r o x y l r a d i c a l ,
w h i c h c a n r e a c t w i t h p u r i n e s t o c a u s e im i d a z o l e r i n g o p e n i n g o r w i t h p y r i m i d i n e s t o
c a u s e ri n g c o n t r a c t i o n . T h e s e l e s i o n s m a y d i r e c t l y b l o c k D N A r e p l i c a t i o n o r m a y
d e g r a d e w i t h th e f o r m a t i o n o f a b a s i c s i t e s . (K l a a s s e n 2 0 0 1) . O x i d a t i v e D N A d a m a g e i s
t h o u g h t t o c o n t ri b u t e t o c a r c i n o g e n e s i s , a g i n g , a n d n e u r o l o g i c a l d e g e n e r a t i o n (C r o t e a u
a n d B o h r 1 9 9 7 ) .
I I . A . l . d . D e p u r i n a t i o n a n d D e p y r i m i d i n a t i o n
T a u t o m e ri c s h i ft s , d e a m i n a t i o n , a l k y l a t i o n , a n d o x i d a t i o n a l l c a n i n d i r e c t l y l e a d t o
A P s i t e f o r m a t i o n . S u c h d a m a g e c a n e n h a n c e t h e h y d r o l y s i s r a t e o f g l y c o s i d i c l i n k a g e s .
I n p ri n c i p l e , a n y m o d i f i c a t i o n t h a t c o n v e r t s t h e b a s e t o a b e t t e r l e a v i n g g r o u p i n c r e a s e s
t h e r a t e o f d e p u ri n a t i o n / d e p y ri m i d i n a t i o n (L o e b a n d P r e s t o n 19 8 6 ) . D e p u r i n a t i o n i s
m o r e fr e q u e n t t h a n d e p y r im i d i n a t i o n a s t h e g l y c o s i d i c l i n k a g e i s m o r e s t a b l e i n
p y ri m i d i n e t h a n i n p u ri n e n u c l e o s i d e s (L i n d a h l a n d K a r l s t r o m 19 7 3) . O t h e r f a c t o r s
a f f e c t i n g t h e r a t e o f N - g l y c o s y l i c b o n d c l e a v a g e a r e p H a n d t e m p e r a t u r e . O n c e t h e l o s s
o f t h e p u r i n e o r p y r i m i d i n e o c c u r s , t h e s u g a r a t t h e A P s i t e i s a h i g h l y u n s t a b l e c y c l i c
c a r b o x o n i u m i o n t h a t u n d e r g o e s h y d r o l y s i s t o y i e l d a d i a s t e r e o m e r i c m i x t u r e o f 2 - d e o x y -
a - D - r i b o s e a n d 2 - d e o x y - /3- D - r i b o s e (L o e b a n d P r e s t o n 19 8 6 ) A s s h o w n i n F i g u r e 4 , t h e
s u g a r a n o m e r s f o r m e d b y t h e d e p u r i n a t i o n /d e p y r im i d i n a t i o n a l s o e x i s t i n t h e m u c h l e s s
f a v o r e d o p e n
- r i n g a l d e h y d e c o n f i g u r a t i o n a b o u t o n e p e r c e n t o f t h e t im e (B o t u r y n e t a l .
1 9 9 9 ) .
I L A . 2 . E n v i r o n m e n t a l D a m a g e .
E n v i r o n m e n t a l (o r e x o g e n o u s ) D N A d a m a g e c a n b e c a u s e d b y m u t a g e n i c a g e n t s
t h a t a r e e i t h e r p h y s i c a l o r c h em i c a l i n n a t u r e . M a n y c h e m i c a l a n d p h y s i c a l a g e n t s i n t h e
e n v i r o n m e n t a r e c a p a b l e o f r e a c t i n g w i t h D N A . Su b s t a n c e s p o t e n t i a l l y d a m a g i n g t o
D N A i n c l u d e b o t h m a n - m a d e c o m p o u n d s a n d t h o s e o f n a t u r a l o r i g i n , s u c h a s f o o d
c o n s t i t u e n t s a n d u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n . S o m e e n v i r o n m e n t a l a g e n t s e n h a n c e e n d o g e n o u s
p r o c e s s e s s u c h a s l i p i d p e r o x i d a t i o n , w h i l e o t h e r s h a v e m o r e d i r e c t e f f e c t s .
I I . A . 2 . a . P h y s i c a l a g e n t s
E n v i r o n m e n t a l d a m a g e c a u s e d b y p h y s i c a l a g e n t s i n c l u d e s i o n i z i n g a n d U V
r a d i a t i o n . I o n i z i n g r a d i a t i o n c a n r e s u l t i n b o t h d i r e c t a n d i n d i r e c t d a m a g e t o D N A
A b o u t 3 5 % o f s u c h d a m a g e i s a t t r i b u t a b l e t o d i r e c t i o n i z a t i o n o f c o m p o n e n t s o f t h e
D N A . I n d i r e c t d a m a g e o c c u r s w h e n t h e r a d i a t i o n i n t e r a c t s w i t h w a t e r a n d b i o l o g i c a l
m o l e c u l e s t o c r e a t e r e a c t i v e i o n s a n d fr e e r a d i c a l s (F r i e d b e r g 19 9 5) .
I o n i z i n g r a d i a t i o n i n d u c e s a v a r i e t y o f D N A l e s i o n s (F r i e d b e r g 19 9 5) . T h e
r a p i d l y d i v i d i n g c e l l t y p e s (b l o o d c e l l - f o r m i n g a r e a s o f b o n e m a r r o w , g a s t r o i n t e s t i n a l
t r a c t l i n i n g ) a r e t h e m o s t a f f e c t e d b y i o n i z i n g r a d i a t i o n a n d th e s e v e r i t y o f t h e e f f e c t s
d e p e n d s u p o n t h e d o s e r e c e i v e d (F D A 19 7 9 ) . I n a d d i t i o n , i o n i z i n g r a d i a t i o n p r o d u c e s a
s i g n i f i c a n t p r o p o r t i o n o f D N A d a m a g e a s c l u s t e r D N A d a m a g e , w h e r e a c o m b i n a t i o n o f
t w o o r m o r e d a m a g e d b a s e s , A P s i t e s , o r s i n g l e s t r a n d br e a k s a r e p r o d u c e d w i t h i n a
s i n g l e r a d i a t i o n t r a c k (Su th e r l a n d e t a l . 2 0 0 0) . Si gn i f i c a n t i n h i b i t i o n o f i n c i s i o n o f a n A P
s i t e b y A P e n d o n u c l e a s e o c c u r s i n t h e p r e s e n c e o f a n a dj a c e n t A P s i t e w h i c h p r e s e n t s
m o r e c h a l l e n g e s t o t h e r e p a i r m e c h a n i s m s i n t h e c e l l (C o r d o n n i e r 2 0 0 2 ) .
U V l i g h t i s e l e c t r o m a g n e t i c r a d i a t i o n w i t h w a v e l e n g t h s b e t w e e n 10 0 a n d 4 0 O n m .
I t i s n o n - i o n i z in g a n d i s s i g n i f i c a n t a s a m u t a g e n m a i n l y i n w a v e l e n g t h s a r o u n d 2 5 4 n m ,
t h e a b s o r p t i o n p e a k o f D N A b a s e s . Su n l i g h t i s t h e m a j o r s o u r c e o f U V r a d i a t i o n . A s
o p p o s e d t o t h e d a m a g e c a u s e d b y i o n i z i n g r a d i a t i o n , m o s t o f U V l i gh t
'
s e f f e c t s r e s u l t
fi - o m d i r e c t i n t e r a c t i o n w i t h D N A . U V l i g h t a p p r o a c h in g 2 5 4 r u n c a u s e s a dj a c e n t
p y r i m i d i n e s i n D N A t o f o r m c o v a l e n t b o n d s r e s u l t i n g i n p y r im i d i n e d im e r s . A l t h o u g h ,
p y r im i d i n e d im e r s a r e t h e m a i n p r e m u t a t i o n l e s i o n s i n U V i r r a d i a t e d D N A , o t h e r
p h o t o p r o d u c t s a r e a l s o f o u n d , i n c l u d i n g th e c r o s s - l i n k i n g o f D N A t o p r o t e i n s , a n d s t r a n d
b r e a k a g e (F r i e d b e r g 1 99 5 ) .
O t h e r s o u r c e s a l s o c o n t r i b u t e t o o u r r a d i a t i o n e x p o s u r e . A m o n g t h e s e a r e m e d i c a l
t e s t i n g (d i a g n o s t i c X - r a y s a n d o t h e r p r o c e d u r e s ) , n u c l e a r t e s t i n g a n d p o w e r p l a n t s , a n d
c o n s u m e r p r o d u c t s s u c h a s T V
'
s
,
s m o k e d e t e c t o r s
,
a i r p o r t X - r a y s . T a k e n t o g e t h e r , t h e
o v e r a l l t o t a l a v e r a g e e x p o s u r e fr o m a l l s o u r c e s i s a b o u t 3 6 0 m i l l i r e m / y e a r ; t h e m a j o r
c o n t r i b u t o r o f w h i c h i s fr o m n a t u r a l s o u r c e s s u c h a s r a d o n g a s (E P A 2 0 0 0 ) .
I I . A . l . b . C h e m i c a l A g e n t s
A v a r i e t y o f c h e m i c a l s r e a c t d i r e c t l y w i t h D N A a n d a l t e r t h e s t r u c t u r e a n d p a i r i n g
p r o p e r t i e s o f t h e b a s e s . A l k y l a t i n g a g e n t s a r e e l e c t r o p h i l e s t h a t a d d a l k y l g r o u p s t o t h e
n u c l e o p h i l i c c e n t e r s o n D N A . A l k y l a t i n g a g e n t s c a n m o d i f y m o s t n i t r o g e n a n d o x y g e n
a t o m s i n n u c l e o s i d e s b y t h e a d d i t i o n o f a l k y l g r o u p s (L a w l e y 19 6 6 ) . M a n y c a r c i n o g e n s ,
c h e m i c a l w a r f a r e a g e n t s , (e . g . m u s t a r d s - c h l o r o e t h y l a t i n g c o m p o u n d s ) , a n d a n t i - c a n c e r
c h e m o t h e r a p e u t i c d r u g s a r e D N A a l k y l a t i n g a g e n t s . A l k y l a t i o n o ft e n i n d u c e s w e a k e n i n g
o f t h e N - g l y c o s y l b o n d a n d b y g e n e r a t i n g a b e t t e r l e a v i n g g r o u p , p r o m o t e s b a s e r e l e a s e
a n d A P s i t e f o r m a t i o n (W i l s o n a n d B a r s k y 2 0 0 1 ) . M a n y m e t h y l a t i n g a n d e t h y l a t i n g
a g e n t s t a r g e t g u a n i n e t o y i e l d N 7 a l k y l d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s w i t h l a b i l e N
-
g l y c o s i d i c
b o n d s (L o e b a n d P r e s t o n 19 8 6 ) . A l k y l a t i o n o f t h e N
^
a t o m s o f b o t h p u r i n e n u c l e o s i d e s ,
o r o f t h e O ^ a t o m s o f t h e p y r i m i d i n e n u c l e o s i d e s a l s o i n d u c e s f o r m a t i o n o f A P s i t e s
(Si n g e r , K r o g e r , a n d C a r r a n o 1 9 7 8) .
I n a d d i t i o n
,
s o m e a l k y l a t in g a g e n t s a r e b i fu n c t i o n a l (i . e . , h a v e tw o D N A - r e a c t i v e
g r o u p s ) . C r o s s l i n k i n g o c c u r s w h e n t h e b i f u n c t i o n a l a l k y l a t i n g a g e n t s r e a c t w i t h
n u c l e o p h i l i c c e n t e r s o f d i f f e r e n t n u c l e o b a s e s o n t h e s a m e s t r a n d o r d i f f e r e n t s t r a n d s i n
D N A (F r i e d b e r g 19 9 5 ) . C r o s s - l i n k i n g a g e n t s a n d b u l k y a d d u c t s c a n c a u s e s i g n i f i c a n t
d i s t o r t i o n o f t h e s e c o n d a r y s t r u c t u r e o f D N A . I n t e r s t r a n d D N A c r o s s - l i n k s p r e v e n t D N A
s t r a n d s e p a r a t i o n a n d r e p r e s e n t c o m p l e t e b l o c k s t o r e p l i c a t i o n . A s s u c h , m a n y
b i fu n c t i o n a l a l k y l a t i n g a g e n t s l i k e n i t r o g e n m u s t a r d , m i t o m y c i n , p l a t i n u m d e r i v a t i v e s a n d
p s o r a l e n d e r i v a t i v e s h a v e b e e n u s e d i n c a n c e r c h e m o t h e r a p y (F r i e d b e r g 19 9 5 ) .
I n a c t i v e c h e m i c a l s c a n b e m e t a b o l i z e d t o r e a c t i v e m e t a b o l i t e s t h a t c a u s e D N A
d a m a g e . E l e c t r o p h i l i c r e a c t a n t s c a n b e g e n e r a t e d b y c y t o c h r o m e P 4 5 0 o x i d a t i o n o f
x e n o b i o t i c s P o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s , p r o d u c e d d u r i n g c o m b u s t i o n , a n d
a f l a t o x i n s
, p r o d u c e d b y s o m e f u n g i , a r e e x a m p l e s o f s u c h m e t a b o l i c a l l y a c t i v a t e d a g e n t s .
S o m e c h e m i c a l s
,
k n o w n a s b a s e a n a l o g s , s t r u c t u r a l l y r e s e m b l e p u r i n e s a n d p y r i m i d i n e s
a n d m a y b e i n c o r p o r a t e d i n t o D N A i n p l a c e o f t h e n o r m a l b a s e s d u r i n g D N A r e p l i c a t i o n .
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A c t i v e o x y g e n s p e c i e s a r e a l s o c r e a t e d d u r i n g m e t a b o l i s m o f a n u m b e r o f c o m p o u n d s a n d
t h r o u gh t h e F e (I l ) - c a t a l y z e d F e n t o n r e a c t i o n (T im b r e l l 2 0 0 0 ) .
I I . A . 3 B a s e E x c i s i o n R e p a i r
D N A r e p a i r m e c h a n i s m s a r e r e s p o n s i b l e fo r t h e m a i n t e n a n c e o f g e n e t i c i n t e g r i t y .
T h e c e l l h a s t w o m a j o r d e f e n s e s a g a i n s t m u t a t i o n s . I f t h e d a m a g e i s e x t e n s i v e , t h e c e l l
c a n u n d e r g o a p o p t o s i s , o r p r o g r a m m e d c e l l d e a t h , w h i c h i n s u r e s a g a i n s t t h e p o s s i b i l i t y o f
t r a n s f o r m i n g m u t a t i o n s . C e l l s a l s o h a v e a r a n g e o f r e p a i r p r o c e s s e s t h a t w o r k t o r e t u r n
d a m a g e d D N A t o i t s e r r o r - fr e e s t a t e . (K l a a s s e n 2 0 0 1) . T h e m e c h a n i s m s f o r c o p i n g w i t h
d a m a g e c a n b e p l a c e d i n t o t h r e e g e n e r a l c a t e g o r i e s : d a m a g e r e v e r s a l , d am a g e r e m o v a l o r
e x c i s i o n , a n d d a m a g e t o l e r a n c e . D a m a g e r e v e r s a l i s t h e s im p l e s t t y p e o f r e p a i r w h e r e
e n z y m a t i c a c t i o n r e s t o r e s t h e n o r m a l s t r u c t u r e w i t h o u t b r e a k i n g t h e D N A b a c k b o n e .
D N A r e m o v a l i n v o l v e s r e m o v i n g a n d r e p l a c i n g t h e d a m a g e d n u c l e o t i d e o r s e q u e n c e
c o n t a i n i n g t h e d a m a g e d n u c l e o t i d e . D a m a g e t o l e r a n c e , i s n o t t r u l y r e p a i r , b u t r a t h e r a
w a y o f b y p a s s i n g b l o c k i n g l e s i o n s du r i n g r e p l i c a t i o n (F r i e d b e r g 19 8 5 ) . W h i l e d am a g e
r e v e r s a l a n d d a m a g e t o l e r a n c e p l a y i m p o r t a n t r o l e s i n a l l o w i n g c e l l s t o d e a l w i t h t h e
c o n s e q u e n c e s o f d a m a g e , m o s t D N A r e p a i r o c c u r s w h e n t h e d am a g e d b a s e i s e x c i s e d a n d
s u b s e q u e n t l y r e p l a c e d b y t h e n o r m a l n u c l e o t i d e (F r i e d b e r g 19 9 5) .
T h e B E R p a t h w a y i s c o n s i d e r e d o n e o f t h e m o s t im p o r t a n t r e p a i r r e s p o n s e s d u e t o
i t s c a p a c i t y t o r e m o v e a w i d e r a n g e o f D N A a d d u c t s (L i n d a h l a n d W o o d 19 9 9) . B E R
o c c u r s w h e n t h e d am a g e d o r i n a p p r o p r i a t e b a s e i s r e m o v e d fr o m i t s s u g a r l i n k a g e a n d
r e p l a c e d . B E R c o r r e c t s D N A m o d i f i c a t i o n s t h a t a r i s e e i t h e r s p o n t a n e o u s l y o r f r o m a t t a c k
b y r e a c t i v e c h e m i c a l s . B E R r e p a i r s m i sm a t c h e d o r d a m a g e d b a s e s t h a t a r i s e fr o m
r e p l i c a t i o n e r r o r s o r c h e m i c a l m o d i fi c a t i o n , A P s i t e s r e s u l t i n g fr o m s p o n t a n e o u s o r
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m u t a g e n - i n du c e d b a s e r e l e a s e , a n d s t r a n d b r e a k s w h i c h a r e t h e p r o d u c t s o f fr e e r a d i c a l
a t t a c k (K l a a s s e n 2 0 0 1 ) .
T h e D N A g l y c o s y l a s e s c a t a l y z e t h e h y d r o l y s i s o f t h e N - g l y c o s y l i c b o n d l i n k a g e
t o t h e d a m a g e d b a s e . F i g u r e 5 . s h o w s a n e x a m p l e o f B E R i n w h i c h u r a c i l g l y c o s y l a s e
h y dr o l y z e s t h e N - g l y c o s y l i c b o n d b e t w e e n d e o x y r i b o s e a n d t h e R N A b a s e u r a c i l
g e n e r a t e d b y t h e d e a m i n a t i o n o f c y t o s i n e . T h e e n z y m e r e c o g n i z e s t h e i n a p p r o p r i a t e b a s e ,
u r a c i l (L e w i n 2 0 0 0 ) . T h i s h y dr o l y t i c a c t i o n r e m o v e s t h e a l t e r e d b a s e a n d r e s u l t s i n t h e
f o r m a t i o n o f A P s i t e s . T h e s u b s e q u e n t r e p a i r o f t h e A P s i t e i s t h e n i n i t i a t e d b y a p u r i n i c /
a p 3a i m i d i n i c (A P ) e n d o n u c l e a s e T h e A P e n d o n u c l e a s e c u t s t h e d am a g e d D N A s t r a n d a t
t h e A P s i t e a n d c r e a t e s a d e o x y r i b o s e 5
'
-
p h o s p h a t e t e r m i n u s w h ic h i s r e m o v e d b y
d e o x y r i b o p h o s p h o d i e s t e r l y a s e a n d t h e r e p a i r i s f i n i s h e d b y s e q u e n t i a l a c t i o n o f D N A
p o l ym e r a s e a n d D N A l i g a s e (L e w i n 2 0 0 0 ) .
I I . B . M u t a t i o n s
M u t a t i o n s a r e h e r e d i t a r y a l t e r a t i o n s o f t h e D N A s e q u e n c e . P r e m u t a g e n i c D N A
l e s i o n s o c c u r w h e n t h e c o m p o s i t i o n o r s t r u c t u r e o f t h e D N A i s m o d i f i e d l e a d in g t o
c h a n g e s i n s e q u e n c e . T h e t r a n s i t i o n f r o m a p r e m u t a t i o n a l l e s i o n t o a m u t a t i o n o ft e n
d e p e n d s o n w h i c h o f t w o c e l l u l a r p r o c e s s e s o c c u r s f i r s t , r e p l i c a t i o n o r r e p a i r . W h e n
d am a g e d D N A i s c o r r e c t l y r e p a i r e d b e f o r e r e p l i c a t i o n , n o m u t a t i o n w i l l r e s u l t . Wh e n
r e p l i c a t i o n o c c u r s b e f o r e t h e l e s i o n i s r e p a i r e d , a t t e m p t e d r e p l i c a t i o n t h r o u gh t h e d a m a g e
m a y r e s u l t i n a m u t a t i o n . S o m e t y p e s o f d a m a g e a c t a s r e p l i c a t i o n b l o c k s s o D N A
s y n t h e s i s d o e s n o t p r o c e e d u n t i l t h e d a m a g e i s r e p a i r e d o r b y p a s s e d v i a o n e o f t h e
t o l e r a n c e m e c h a n i s m s . A n y o n e o f s e v e r a l r e p a i r p r o c e s s e s m a y b e i n v o l v e d , a n d t h e
u s u a l o u t c o m e i s t h a t t h e n o r m a l c h e m i c a l s t r u c t u r e o f t h e D N A i s r e s t o r e d a n d t h e
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o ri g i n a l n u c l e o t i d e s e q u e n c e i s r e c o v e r e d (K l a a s s e n 2 0 0 1 ) . M u t a t i o n s a r e im p o r t a n t a s
t h e y m a y h a v e e i t h e r d e l e t e r i o u s o r a d v a n t a g e o u s c o n s e q u e n c e s t o a n o r g a n i s m . T h e y a r e
s t u d i e d b y g e n e t i c i s t s i n a t t e m p t s t o f i x m a n y g e n e t i c p r o b l e m s . T h e y a l s o a r e im p o r t a n t
a s t h e y a r e t h e m aj o r s o u r c e o f g e n e t i c v a r i a ti o n , w h i c h f u e l s e v o l u t i o n a r y c h a n g e
(C a m p b e l l 1 9 9 6 ) .
T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n D N A d a m a g e , r e p a i r , a n d v a r i o u s h u m a n d i s e a s e s h a s
b e e n e x t e n s iv e l y s t u d i e d . T h e r e sp o n s e o f a n i n d i v i d u a l t o a g i v e n i n i t i a t o r y e v e n t w i l l
v a r y a c c o r d i n g t o a w i d e r a n g e o f i n f lu e n c e s i n c l u d i n g t o x i c i t y , p r o m o t i o n , im m u n e
r e s p o n s e , a n d i n d i v i d u a l s e n s i t i v i t y (T a r d i f f 1 9 9 4 ) . M u t a t i o n s i n g e n e s t h a t c o n t r o l
n o r m a l c e l l p r o l i f e r a t i o n c a n l e a d t o c a n c e r S o m e c a n c e r s r e s u l t f r o m g e n e m u t a t i o n s
w h i c h a r e i n h e r i t e d w h i l e o t h e r s m a y b e t h e r e s u l t o f i n a d e q u a t e D N A r e p a i r .
R e s e a r c h e r s h a v e l i n k e d a r e d u c t i o n i n D N A r e p a i r c a p a c i t y t o l u n g c a n c e r (K l a a s s e n
2 0 0 1 ) . S o m e g e n e t i c d i s e a s e s a r e r e l a t e d t o D N A r e p a i r a n d c e r t a i n t y p e s o f d i s o r d e r s a r e
c a u s e d b y d e f e c t s i n t h e g e n e s t h a t e n c o d e D N A r e p a i r e n z y m e s . T h e i n c r e a s e d
s u s c e p t i b i l i t y t o m u t a t i o n i s s h o w n i n x e r o d e r m a p i gm e n t o s u m p a t i e n t s t h a t h a v e a n
i n h e r i t e d d i s o r d e r r e s u l t i n g i n r e d u c e d D N A r e p a i r . P e o p l e s u f f e r i n g f r o m x e r o d e r m a
p i g m e n t o s u m a r e h i g h l y s u s c e p t i b l e t o m a l i g n a n t n e o p l a s m s c a u s e d b y U V r a d i a t i o n
(C l e a v e r a n d K r a e m e r 19 9 5 ) . D N A d a m a g e a n d i n a d e q u a t e r e p a i r h a v e a l s o b e e n l i n k e d
t o o t h e r c h r o n i c d i s e a s e s o f a g i n g (A t a m n a 2 0 0 0 ) . T h e e x i s t e n c e o f h u m a n d i s e a s e s
a s s o c i a t e d w i t h d e f e c t s i n D N A r e p a i r i l l u s t r a t e s t h e i m p o r t a n c e o f r e p a i r a s a g e n e t i c
q u a l i t y c o n t r o l m e c h a n i s m (L in d a h l a n d W o o d 19 8 7 ) .
A P s i t e s a r e b o t h m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c . T h e i n v o l v e m e n t o f A P s i t e s a s
p r o m u t a g e n i c l e s i o n s v a r i e s w i t h d i f f e r e n t m u t a g e n s (L o e b a n d P r e s t o n 19 8 6) . A P s i t e s
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p r o m o t e m i s i n c o r p o r a t i o n o f n u c l e o t i d e s i n v i t r o , a n d i m p e d e c h a i n e l o n g a t i o n d u r i n g
D N A r e p l i c a t i o n a n d c o n s t i t u t e a l e t h a l l e s i o n (B o t u r y n 1 9 9 9 ) I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d
i n v i t r o , t h a t a s i n g l e A P s i t e c a n i n d u c e t r i p l e t r e p e a t e x p a n s i o n , a p h e n o m e n o n
a s s o c i a t e d w i t h n e u r o l o gi c a l a n d n e u r o m u s c u l a r d i s e a s e s (W i l s o n 2 0 0 1) .
I I . C . I m p o r t a n c e o f A P S i t e s a n d Qu a n t i f i c a t i o n o f D a m a g e .
G i v e n t h e r o l e D N A d a m a g e p l a y s i n t h e m a k e u p o f a c e l l , i t i s im p o r t a n t t o b e
a b l e t o q u a n t i f y a n y d a m a g e t h a t o c c u r s . Qu a n t i fi c a t i o n c a n i m p r o v e o u r k n o w l e d g e o f
D N A d a m a g e a n d r e p a i r . I n a d d i t i o n , d e t e c t i o n o f s u c h D N A d a m a g e c a n c o n t r i b u t e t o
u n d e r s t a n d i n g g e n o t o x i c i t y i n h u m a n p o p u l a t i o n s o r i n s u b p o p u l a t i o n s a f t e r a p a r t i c u l a r
e x p o s u r e . A p u r i n i c / a p y r i m i d i n i c (A P ) s i t e s p l a y a l a r g e r o l e i n D N A d a m a g e a n d
r e p a i r . C e l l u l a r l e v e l s o f A P s i t e s a r e i n c r e a s e d a s a r e s u l t o f b a s e m o d i fi c a t i o n s a n d t h e i r
r e p a i r (K u b o e t a l . 19 9 1) . A P s i t e s c a n h a v e v a r y i n g e f fe c t s o n r e p l i c a t i o n a n d c a n l e a d
t o a n a c c u m u l a t i o n o f n i c k s o r b r e a k s i n D N A s t r a n d s . A s s h o w n i n F i g u r e 6 , t h e 3
'
p h o s p h o d i e s t e r b o n d s a s s o c i a t e d w i t h th e o p e n a l d e h y d e fo r m s a r e l a b i l e a n d c a n b e
h y d r o l y z e d b y a n e l i m i n a t i o n r e a c t i o n (F r i e d b e r g 19 9 5 ) .
A P s i t e s a r e im p o r t a n t i n t e r m e d i a t e s i n m u t a g e n e s i s a n d c a r c i n o g e n e s i s (L o e b a n d
P r e s t o n 1 9 8 6 ) . I t h a s b e e n e s t i m a t e d t h a t t h e s p o n t a n e o u s d e p u r i n a t i o n r a t e p e r d a y i s
10 , 0 0 0 b a s e s p e r c e l l u n d e r n o r m a l p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s (L i n d a h l a n d N y b e r g 19 7 2 ) .
M o r e r e c e n t r e s e a r c h u s i n g a n in v i v o A R P s l o t b l o t m e t h o d d e t e r m i n e d th a t
a p p r o x im a t e l y 5 0 , 0 0 0 - 2 0 0 , 0 0 0 a p u r i n i c / a p y r im i d i n i c s i t e s a r e p r e s e n t i n e a c h
m a mm a l i a n c e l l w i t h t h e h i g h e s t n u m b e r s b e i n g i n t h e b r a i n , c o l o n , a n d h e a r t . (N a k a m u r a
a n d Sw e n b e r g 19 9 9 ) . T h e r e h a v e b e e n m a n y s t u d i e s a n d m e t h o d s d e s i g n e d t o q u a n t i f y
A P s i t e s (K u b o e t a l . 1 9 9 2 ) . S u c h t e c h n i q u e s s e r v e t o e l u c i d a t e qu e s t i o n s c o n c e r n i n g t h e
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f o r m a t i o n o f A P s i t e s , t h e i r r e p a i r , a n d h e lp i n t h e a n a l y s i s o f d a m a g e i n t r o d u c e d i n D N A
b y p h y s i c a l a n d c h e m i c a l a g e n t s . (T a l p a e r t - B o r l e
'
a n d L i u z z i 19 8 3 ) .
I I . C . l . A l k a l i E l u t i o n
A l k a l i e l u t i o n i s a n o t h e r m e t h o d u s e d t o d e t e c t A P s i t e s i n D N A a n d c o n s i s t s o f
c o n v e r t i n g p r im a r y l e s i o n s t o m o r e r e a d i l y m e a s u r e d s e c o n d a r y f o r m s . L e s i o n s i n a l k a l i
t r e a t e d D N A a r e c o n v e r t e d t o s t r a n d b r e a k s b y t r e a t i n g t h e D N A w i t h s o d i u m h y d r o x i d e .
T h e p r e v a l e n c e o f s t r a n d b r e a k s c a n t h e n b e d e t e r m i n e d b y a l k a l i n e - C s C l s e d i m e n t a t i o n
a n a l y s i s (B r e n t e t a l . 1 9 7 8 ) . H o w e v e r , t h i s m e t h o d o n l y d e t e r m i n e s i n t a c t A P s i t e s . A P
s i t e s a l r e a d y a s s o c i a t e d w i t h s t r a n d b r e a k s a r e n o t d e t e c t e d a s t h e a s s a y i s o n l y b a s e d o n
t h e q u a n t i fi c a t i o n o f s t r a n d b r e a k s t h a t o c c u r a ft e r c h e m i c a l o r e n z ym a t i c n i c k i n g o f t h e
p h o s p h o d i e s t e r b o n d 3
'
t o t h e A P s i t e , h i a d d i t i o n
,
i t i s n o t a l w a y s s p e c i fi c f o r o x i d a t i v e
l e s i o n s a n d m a y i n d i c a t e D N A r e p a ir (T a l p a e r t - B o l e a n d L u i z z i 19 83 ) .
I I . C . 2 . P o s t l a b e l i n g M e t h o d
W e i n fe l d e t a l . d e s c r i b e d a p o s t l a b e l i n g m e t h o d fo r t h e d e t e c t i o n o f b a s e d a m a g e .
F i r s t
,
m e t h o x y am i n e s t a b i l i z e s t h e A P s i t e s . T h e n A P s i t e s a r e i s o l a t e d a n d d i g e s t e d t o
d i n u c l e o s i d e s . T h e d i n u c l e o s i d e s c o n t a i n i n g t h e s t a b i l i z e d A P s i t e s a r e t h e n l a b e l e d i n a
r e a c t i o n w h e r e t h e b a c t e r i o p h a g e T 4 p o l y n u c l e o t i d e k i n a s e t r a n s f e r s a
^ ^
P - l a b e l e d
p h o s p h a t e . T h e l a b e l e d d i n u c l e o s i d e s a r e a p p l i e d t o a p o l y a c r y l a m i d e / u r e a g e l . A ft e r
t h e g e l h a s r u n a n d a n a u t o r a d i o g r a m h a s b e e n o b t a i n e d , t h e r a d i o l a b e l e d d i n u c l e o s i d e s
a r e e x c i s e d a n d a n a l y z e d b y H P L C . Su c h a m e th o d , b y d e fi n i t i o n , d o e s n o t r e q u i r e p r e -
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l a b e l e d D N A a n d o n l y n e e d s a v e r y s m a l l a m o u n t o f t h e D N A t o d e t e c t A P s i t e s
(W e i n f e l d 1 9 8 9) .
I I . C . 3 . C h e m i c a l M o d i f i c a t i o n
A P s i t e s h a v e a l s o b e e n d e t e c t e d b y m o d i f i c a t i o n w i t h c h e m i c a l s s u c h a s
' ' '
C -
m e t h o x y a m i n e (T a l p a e r t - B o r l e
'
a n d L i u z z i 19 8 3 ) a n d C>- (n i t r o b e n z y l )h y d r o x y l a m i n e
(K o w , 1 9 8 9 )
' ' *
C - M e t h o x y a m i n e r e a c t s w i t h t h e a l d e h y d e g r o u p p r e s e n t i n t h e
d e o x y r i b o s e m o i e t y a ft e r t h e n i t r o g e n o u s b a s e l e a v e s . U n r e a c t e d
' ' '
C - m e t h o x y a m i n e i s
s e p a r a t e d fr o m t h e
' ' *
C - m e t h o x y a m i n e b o u n d t o t h e a c i d - i n s o l u b l e D N A b y w a s h i n g w i t h
a c i d . T h e b o u n d D N A i s t h e n c o u n t e d w i t h a l i q u i d s c i n t i l l a t i o n s p e c t r o m e t e r (T a l p a e r t -
B o r l e
'
a n d L i u z z i 1 9 8 3 ) . A P s i t e s c a n a l s o r e a c t w i t h 0 - (4 - n i t r o b e n z y l )h y d r o x y l a m i n e t o
p r o d u c e C>- (4 - m t r o b e n z y l )h y d r o x y l im m i n o Sc h i f f b a s e s . T h e r e s u l t i n g r e s i d u e s a r e t h e n
q u a n t i fi e d b y a m o n o c l o n a l a n t i b o d y r a i s e d a g a i n s t 5
'
-
p h o s p h o d e o x y r i b o s y l 0 - (4 -
n i t r o b e n z y l )h y d r o x y l a m i n e a s a w a y o f d e t e r m i n i n g t h e n u m b e r o f A P s i t e s (K o w 19 8 9 ) .
I I . C . 4 . A l d e h y d e R e a c t i v e P r o b e M e t h o d
A l t h o u g h t h e r e a r e s e v e r a l m e t h o d s a v a i l a b l e t o d e t e c t A P s i t e s , m a n y a r e v e r y
i n c o n v e n i e n t o r r e q u i r e t h e u s e o f h a z a r d o u s m a t e r i a l s . T h e d e v e l o p m e n t o f t h e a l d e h y d e
r e a c t i v e p r o b e (A RP ) y i e l d e d a m e a n s o f d e t e c t i o n fo r A P s i t e s t h a t w a s n o t o n l y v e r y
s im p l e , b u t a l s o r a p i d a n d a c c u r a t e (K u b o 19 9 2 ) . I n t h e p r e s e n c e o f A R P , t h e e q u i l i b r i u m
o f A P s i t e s b e t w e e n t h e r i n g - c l o s e d h e m i a c e t a l f o r m a n d o p e n c h a i n a l d e h y d e f o r m s h i ft s
t o w a r d s t h e l a t t e r s o t h a t p o t e n t i a l l y a l l a b a s i c s i t e s m a y r e a c t . T h e r e a c t i o n i n w h i c h
A R P t a g s A P s i t e s w i t h b i o t i n r e s i d u e s i s s h o w n i n F i g u r e 7 .
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T h e A R P p e n e t r a t e s t h e p l a s m a m em b r a n e o f t h e t a r g e t c e l l s a n d r e a c t s w i t h t h e
A P s i t e s t o f o r m a n A R P - D N A s t a b l e a d d u c t . T h e p l a t e s a r e w a s h e d w i t h P B S- T w e e n t o
r e m o v e u n r e a c t e d r e a g e n t s a n d t h e n t r e a t e d w i t h a v i d i n - b i o t i n y l a t e d h o r s e r a d i s h
p e r o x i d a s e (A t a m n a 19 9 9 ) . T h i s c o m p l e x i s u s e d a s t h e i n d i c a t o r e n z y m e t o q u a n t i f y t h e
b o u n d b i o t i n t a g s c o l o r im e t r i c a l l y b y a n a s s a y s i m i l a r t o a n E L I S A (K u b o 19 8 9 ) . S u c h
a s s a y s p r o v i d e a s e n s i t i v e a n d s i m p l e m e t h o d t o d e t e c t A P s i t e s .
I I . D . Sy n t h e t i c M e t h o d o l o g y
A p u b l i c a t i o n b y I d e e t a l . d e s c r i b e s t h e s y n t h e s i s f o r A R P . M o d i f i c a t i o n s o f
t h i s m e t h o d w e r e a d o p t e d f o r t h e s y n t h e s i s o f t h e i m i n o A R P a n d th e h y d r a z i n e A R P . T h e
p r o c e d u r e i n v o l v e s t - B O C c h e m i s t r y f o l l o w e d b y t h e s y n t h e s i s o f a n a c t i v a t e d e s t e r
i n t e r m e d i a t e (I d e e t a l . 1 9 9 3 ) (F i g u r e 8 ) . S im i l a r t o t h e M e r ri f i e l d p r o c e d u r e u s e d i n t h e
p r o d u c t i o n o f p e p t i d e s , t h e a l d e h y d e r e a c t i n g a m i n e g r o u p w a s fi r s t p r o t e c t e d u s i n g t -
B O C (W a d e 19 9 5 ) . T h i s s t e p p r o t e c t s t h e a m i n o m o i e t y fi ro m s e l f - c o n d e n s a t i o n o r f r o m
r e a c t i n g w i t h o t h e r r e a g e n t s . T h e u s e o f t h e d i c y c l o h e x y l c a r b o d i im i d e (D C C) a s a
c o u p l i n g a g e n t r e s u l t s i n a n a c t i v a t e d e s t e r t h a t c a n e a s i l y b e a t t a c k e d b y b i o t i n h y d r a z i d e
i n a n u c l e o p h i l i c s u b s t i t u t i o n r e a c t i o n . T r i f lu o r o a c e t i c a c i d c l e a v e s t h e t - B O C p r o t e c t i n g
g r o u p a n d t h e r e s u l t i n g t r i f lu o r o a c e t i c a c i d s a l t o f A R P i s t h e n e a s i l y r e m o v e d w i t h t h e
u s e o f t h e b a s e f o r m o f D o w e x ® r e s i n .
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I I I . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
I I I . A . M a t e r i a l s
A l l r e a g e n t s u s e d w e r e p u r c h a s e d fr o m S i g m a
- A l d r i c h C h e m i c a l C o m p a n y a n d
u s e d a s r e c e i v e d . F o r c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y , g r a d e 6 0 (2 0 0 - 4 0 0 m e s h ) s i l i c a g e l w a s
u s e d . F o r p r e p a r a t i v e t h i n l a y e r c h r o m a t o g r a p h y (T L C ), 2 0 x 2 0 c m x 2 0 0 o r 1 0 0 0
m i c r o n s s i l i c a p l a t e s w e r e u s e d (A n a l t e c h C o m p a n y ) . F o r a n a l y t i c a l T L C , 5 x 1 0 cm x
0 2 m m s i l i c a g e l o n a l u m i n u m p l a t e s w e r e u s e d .
D M SO - d e (9 9 . 9 9 % ) , D 2 O (9 9 . 9 9 %) , C D C I 3 (9 9 . 9 9 % ) w e r e a l l u s e d a s s o l v e n t s
f o r
*H - N MR . F o r t h e fi n a l A R P p r o d u c t s , 1 0 0 . 0 % - a t o m d e u t e r i u m g r a d e
'
H - N M R
s o l v e n t s w e r e u s e d .
I I I . B . I n s t r u m e n t a t i o n
H ' N MR s p e c t r a w e r e o b t a i n e d a t 5 0 0 M H z o n a V a r i a n I n o v a 5 0 0 s p e c t r o m e t e r
(V a r i a n , P a l o A l t o , C A ) . C h e m i c a l s h i f t s w e r e r e c o r d e d i n p p m r e l a t i v e t o
t e t r a m e th y l s i l a n e . F T p r o c e s s i n g w a s p r e f o r m e d u s i n g M e s t r e - C v e r s i o n 2 . 1 3 N M R
p r o c e s s i n g s o f tw a r e (U n i v e r s i d a d d e S a n t i a g o d e C o m p o s t e l a , S p a i n )
E l e c t r o s p r a y m a s s s p e c t r a w e r e a c q u i r e d b y d i r e c t p r o b e i n j e c t i o n o n a F i n n i g a n
L C Q
' ^ ^ '^ ^
m a s s s p e c t r o m e t e r (T h e r m o Qu e s t , Sa n J o s e ) T h e s p e c t r o m e t e r w a s o p e r a t e d
i n t h e p o s i t i v e i o n m o d e a n d t h e m o b i l e p h a s e w a s 5 0 % m e t h a n o l / 1 % a c e t i c a c i d .
N i t r o g e n w a s u s e d a s t h e a u x i l i a r y (4 0 p s i ) a n d s h e a t h g a s e s (8 0 p s i ) . A r g o n w a s
i n t r o d u c e d t o t h e c o l l i s i o n c e l l a t 2 . 5 x 10
" ^
m B a r a s t h e c o l l i s i o n ga s w i t h a c o l l i s i o n
e n e r g y s e t t o 2 5 V . B o t h h i gh a n d l o w r e s o l u t i o n M S w a s o b t a i n e d a s a s e r v i c e fr o m th e
N o r t h C a r o l i n a St a t e U n i v e r s i t y M a s s Sp e c t r o m e t r y F a c i l i t y .
1 8
I I I . C . S y n t h e s i s o f A R P
I I I . C . l . A -^ ( f e r f - B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 - (c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (2 )
0 - (C a r b o x ym e t h y l )h y d r o x y l a m i n e h em i h y d r o c h l o r i d e (1 ) (2 . 4 g , 2 2 m m o l ) a n d
t ri e t h y l a m i n e (3 . 0 g , 3 0 mm o l ) w e r e d i s s o l v e d i n 1 5 m L o f D I w a t e r . D i - ?e r / - b u t y l
d i c a r b o n a t e (5 . 9 g , 2 7 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 1 5 m L o f d i o x a n e a n d w a s a dd e d t o t h e
s o l u t i o n . T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s a l l o w e d t o s t i r a t r o o m t e m p e r a t e f o r 3 d a y s , a f t e r
w h i c h 50 m L o f D I w a t e r w a s a d d e d . T h e s o l u t i o n w a s e x t r a c t e d w i t h e t h y l a c e t a t e (3 x
7 0 m L ) . T h e w a t e r p h a s e w a s c o o l e d a t 1 2
° C , a n d t h e p H w a s a dj u s t e d t o 2 u s i n g 5 N
H C l . T h e a q u e o u s p h a s e w a s e x t r a c t e d a g a i n w i t h e t h y l a c e t a t e (3 x 5 0 m L ) . T h e e t h y l
a c e t a t e p h a s e s w e r e c o m b i n e d a n d w a s h e d w i t h p r e c o o l e d 5 % H C l (3 x 4 0 m L ) T h e
c o m b i n e d e t h y l a c e t a t e l a y e r s w e r e t h e n w a s h e d w i t h b r i n e (3 x 4 0 m L ), fi l t e r e d t h r o u g h
s o d i u m s u l f a t e
,
a n d e v a p o r a t e d t o dr y n e s s . T h e p r o du c t w a s r e c r y s t a l l i z e d f r o m h e x a n e /
e t h y l a c e t a t e t o g i v e 2 5 g (6 0 % ) o f w h i t e c r y s t a l s o f 2 .
I I I . C . 2 . A -^ H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f N - {t e r t - B u t o x y c ! i r b o n y \ ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m m e (3 )
A ' -^ ( te r / - B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 - (c a r b o x ym e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (2 ) (2 . 3 g , 1 2 m m o l )
a n d A ^- h y d r o x y s u c c i n i m i d e ( 1 . 9 g , 1 7 mm o l ) w e r e d i s s o l v e d i n 2 5 m L o f d r y a c e t o n i t r i l e
( t h e a c e t o n i t r i l e w a s d o u b l y d i s t i l l e d u s i n g P 2O 5 p r i o r t o t h e s y n t h e s i s ) .
D i c y c l o h e x y l c a r b o d i im i d e (3 . 3 g , 1 6 m m o l ) d i s s o l v e d i n 9 m L d r y a c e t o n i t r i l e , w a s
a d d e d t o t h e m i x t u r e a n d t h e r e a c t i o n s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2 4 h o u r s .
P r e c i p i t a t e d d i c y c l o h e x y l u r e a w a s r e m o v e d b y f i l t r a t i o n a n d th e fi l t r a t e w a s e v a p o r a t e d ,
l e a v i n g a n o i l y r e s i d u e . T h e r e s i d u e w a s d i s s o l v e d i n 1 8 0 m L o f h o t c a r b o n t e t r a c h l o r i d e
1 9
a n d f i l t e r e d h o t T h e f i l t r a t e w a s k e p t a t 1 2
"
C f o r f i v e d a y s a n d t h e r e s u l t i n g c r y s t a l s
w e r e f i l t e r e d g i v i n g 1. 7 g (5 7 % ) o f 3 .
I I I . C . 3 . B i o t i n H y d r a z i d e - A ' - ( ^e /
'
^ B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 - (c a r b o x y m e t h y l ) h y d r o x y l -
a m i n e C o n j u g a t e (4 )
T h e j V - h y d r o x y s u c c i n im i d e e s t e r o f A ' - ( fe r r - b u t o x y c a r b o n y l ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (3 ) (0 . 1 g , 0 . 4 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n
d i m e t h y l f o r m a m i d e (D M F ) (6 m L ) a n d b i o t i n h y d r a z i d e (0 . 0 9 g , 0 . 4 mm o l ) w a s a d d e d .
T h e s o l u t i o n w a s s t i r r e d o v e r n i g h t a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e n w a s h e a t e d t o 5 0
° C i n a
m i n e r a l b a t h f o r o n e h o u r . T h e r e a c t i o n w a s s t i l l c l o u d y , i n d i c a t i n g t h a t s o m e b i o t i n
h y d r a z i d e r e m a i n e d u n r e a c t e d . A s a r e s u l t , i t w a s l e ft a t 5 0
° C f o r t w o d a y s u n t i l t h e
m i x t u r e b e c a m e c l e a r . T h e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d u n d e r r e d u c e d p r e s s u r e u s i n g a n o i l
p u m p a n d t h e r e s i d u e w a s e x t r a c t e d w i t h b o i l i n g e t h y l a c e t a t e (3 x 10 0 m L ) . T h e e x t r a c t s
w e r e c o m b i n e d a n d s t o r e d i n t h e r e fr i g e r a t o r f o r f o u r d a y s . T h e f i n e g e l f o r m e d w a s
f i l t e r e d t o y i e l d 0 . 1 g (7 0 % ) o f 4 .
I I I . C . 4 . A R P (5 )
T h e b i o t i n h y dr a z i d e - A ^- (/ e r / - b u t o x y c a r b o n y l ) - 0 - (c a r b o x ym e t h y l )h y d r o x y l a m i n e
c o n j u g a t e (4 ) ( 0 . 0 9 8 g , 0 . 2 2 9 m m o l ) w a s c o o l e d a t - 1 0
" C a n d 1 m L o f p r e c o o l e d
t r i f l u o r o a c e t i c a c i d w a s a d d e d w i t h s t i r r i n g . T h e s o l u t i o n w a s k e p t a t - 1 0
° C f o r 2 0
m i n u t e s a n d t h e n a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n u t e s . T h e t r i f l u o r o a c e t i c a c i d w a s
r e m o v e d u n d e r a s t r e a m o f a r g o n g a s . T h e r e s u l t i n g A R P t r i f l u o r o a c e t i c a c i d s a l t w a s
d i s s o l v e d i n 2 . 6 m L o f D I w a t e r . D o w e x ® l X - 4 ( 10 0 m e s h ) r e s i n w a s w a s h e d w i th
s e v e r a l r i n s e s o f 5 % N a O H t o c o n v e r t i t fr o m t h e c h l o r i d e f o r m t o t h e h y d r o x i d e f o r m .
T h e r e s i n w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n u n t i l t h e p H r e a c h e d 7 . T h e r e s i n w a s r e m o v e d b y
2 0
f i l t r a t i o n
,
w a s h e d w i t h 1 m L o f D I w a t e r
,
a n d t h e n s t i r r e d f o r t w o h o u r s i n 1 0 m L o f
w a t e r . T h e r e s i n w a s w a s h e d a n d s t i r r e d a s e c o n d t im e t o r e c o v e r a l l o f t h e A R P
a d s o r b e d t o t h e r e s i n . T h e f i l t r a t e s w e r e c o m b i n e d a n d t h e w a t e r w a s r e m o v e d u n d e r
r e d u c e d p r e s s u r e l e a v i n g 0 . 0 6 g ( 7 9 %) w h i t e p o w d e r 5 . T h e e n t i r e s y n t h e t i c s c h e m e i s
s h o w n i n F i g u r e 8 .
I I I . D . S y n t h e s i s o f A R P C o m p o n e n t s
I n t h e e v e n t l a b e l e d A R P i s n e e d e d
,
s y n t h e s e s w e r e d e v i s e d fo r t h e p r o d u c t i o n o f
A R P c o m p o n e n t s , C>- (c a r b o x ym e t h y l )h y d r o x y l a m i n e h e m i h y d r o c h l o r i d e a n d t h e b i o t i n
h y d r a z i d e , b a s e d o n c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e [
' ^
C 2 ] - b r o m o a c e t i c a c i d a n d [
' ^
N 2 ] -
h y d r a z i n e . T h e p r o c e d u r e s w e r e v e r i f i e d u s i n g c o l d m a t e r i a l s
I I I . D , 1 . B i o t i n H y d r a z i d e
Z ) - B i o t i n - p - n i t r o p h e n y l e s t e r (0 . 0 7 3 g , 2 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 5 m L o f
d i m e t h y l f o r m a m i d e a n d h y d r a z i n e m o n o h y d r a t e ( 1 0 0 \x L , 2 m m o l ) w a s a d d e d t o t h e
s o l u t i o n w i t h s t i r r i n g . T h e s o l u t i o n c h a n g e d f iro m a c l e a r c o l o r l e s s t o a b r i gh t y e l l o w
r e s u l t i n g fi
^
o m t h e r e l e a s e o f / »- n i t r o p h e n o l . T h e r e a c t i o n s t i r r e d o v e r n i g h t a t r o o m
t e m p e r a t u r e a n d w a s h e a t e d t o 50
° C d u r i n g t h e l a s t h o u r . T h e w h i t e p r e c i p i t a t e w a s
c o l l e c t e d b y fi l t r a t i o n t o y i e l d 0 . 0 3 g (6 0 % ) o f p r o d u c t . T h e s yn th e t i c s c h e m e i s s h o w n
i n F i g u r e 9 .
I I I . D . 2 O - C a r b o x y m e t h y l h y d r o x y l a m i n e H e m i h y d r o c h l o r i d e
T h e 0 - (c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e h e m i h y d r o c h l o ri d e w a s s y n t h e s i z e d u s i n g
t h e p r o c e du r e o f A n k e r a n d C l a r k e . T o a s o l u t i o n o f b r o m o a c e t i c a c i d (0 . 6 12 g , 4 . 4
m m o l ) i n 4 0 % a q u e o u s s o d i u m h y d r o x i d e (0 . 4 5 g , 4 . 4 m m o l ) , a c e t o x im e (0 . 3 3 g , 4
m m o l ) a n d s o d i u m h y d r o x i d e (0 . 4 4 g , 4 . 4 m m o l ) w e r e a d d e d w i t h s t i r ri n g . T h e s o l u t i o n
2 1
w a s k e p t b e l o w 15
° C d u r i n g t h e a d d i t i o n o f t h e a l k a l i . T h e r e a c t i o n w a s s t i r r e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e f o r 4 8 h o u r s a n d th e t e m p e r a t u r e w a s i n c r e a s e d t o 4 0
" C d u ri n g t h e l a s t h o u r
o f t h e r e a c t i o n . T h e s o l u t i o n w a s t h e n e x t r a c t e d t h r e e t im e s w i t h 0 . 5 m L o f p e r o x i d e - fr e e
e t h e r a n d t h e n w a s p r e c o o l e d t o 0
° C . W h i l e k e e p i n g t h e s o l u t i o n c o o l e d b e l o w 15
° C
,
0 . 5 m L o f c o n c e n t r a t e d H C l ( 6 m m o l ) w a s a d d e d t o p H 1 . T h e s o l u t i o n w a s s a t u r a t e d
w i t h s o d i u m c h l o ri d e a n d e x t r a c t e d s i x t im e s w i t h 1 m L o f p e r o x i d e fr e e e t h e r . T h e
fr a c t i o n s w e r e c o m b i n e d a n d t h e e t h e r w a s e v a p o r a t e d . T o t h e a c e t o n e
c a r b o x ym e t h o x im e r e s i d u e , 1 0 m L o f D I w a t e r , 2 0 ji L o f h y dr o q u i n o n e , a n d 0 . 6 m L o f
c o n e . H C l w e r e a d d e d w i t h s t i r ri n g A c e t o n e w a s r e m o v e d fr o m s o l u t i o n b y d i s t i l l a t i o n
a n d th e s o l u t i o n w a s c o n c e n t r a t e d t o 1 m L 2 - P r o p a n o l (2 m L ) w a s a d d e d , t h e s o l u t i o n
w a s s t o r e d a t - 2 0 ° C f o r 4 8 h o u r s a n d t h e n f i l t e r e d y i e l d i n g 0 . 1 g (2 7 %) o f p r o d u c t . T h e
s y n t h e t i c s c h e m e i s s h o w n i n F i g u r e 10 .
I I L E . S y n t h e s i s o f I m i n o A R P
I I I . E . l . 2 - I m i n o b i o t i n H y d r a z i d e - A ' ^ (^e rt - B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l ) h y d r o x y l a m i n e C o n j u g a t e (7 )
T h e 7V - h y d r o x y s u c c i n i m i d e e s t e r o f j V - ( / e r / - b u t o x y c a r b o n y l ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (3 ) (0 0 17 g , 0 . 0 5 8 m m o l ) s y n t h e s i z e d a s a b o v e , w a s
d i s s o l v e d i n 2 m L o f D M F a n d 2 - im i n o b i o t i n h y d r a z i d e h y d r o c h l o ri d e (6 ) (0 . 0 1 8 g , 0 . 0 5 8
m m o l ) w a s a d d e d w i t h s t i r ri n g . T h e s o l u t i o n s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 4 8 h o u r s
a n d t h e n t h e t e m p e r a t u r e w a s r a i s e d t o 5 0
° C f o r a n a d d i t i o n a l h o u r . D M F w a s
e v a p o r a t e d u n d e r o i l p u m p v a c u u m a n d t h e o i l y r e s i d u e w a s e x t r a c t e d (3 x 4 m L ) w i t h
b o i l i n g 2 - p r o p a n o l . A ft e r 4 8 h o u r s , c r y s t a l s i n t h e 2 - p r o p a n o l e x t r a c t w e r e c e n t ri f u g e d
a n d t h e m o t h e r l i q u o r w a s s l o w l y a n d c a r e f u l l y d r a w n o f f w i t h a p i p e t t e . T h e m o t h e r
2 2
l i q u o r w a s c o n c e n t r a t e d t o 0 . 2 m L , c o o l e d t o 1 2
° C
,
a n d a d d i t i o n a l p r o d u c t w a s
r e c o v e r e d .
I I I . E . 2 . I m i n o A R P (8 )
T h e p r o d u c t (7 ) w a s c o o l e d f o r 2 4 h o u r s a t - 2 0
° C a n d 2 m L o f p r e c o o l e d
t r i f lu o r o a c e t i c a c i d w a s a d d e d w i t h s t i r r i n g . T h e m i x t u r e w a s k e p t a t 0
° C f o r 2 0 m i n u t e s
a n d t h e n s t ir r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n u t e s . T h e t r i f lu o r o a c e t i c a c i d w a s
r e m o v e d u n d e r a s t r e a m o f a r g o n g a s . T h e r e m a i n i n g s a l t w a s d i s s o l v e d i n 2 m L o f D I
w a t e r . D o w e x ® l X - 4 r e s i n , w h i c h h a d b e e n w a s h e d a n d c o n v e r t e d t o t h e O H
"
f o r m
,
w a s
a d d e d u n t i l t h e p H w a s i n t h e 3 - 4 r a n g e . T h e r e s i n w a s f i l t e r e d a n d r i n s e d w i t h D I w a t e r .
T o r e m o v e p r o d u c t a d s o r b e d t o t h e r e s i n , t h e r e s i n w a s s t i r r e d i n 3 m L o f D I w a t e r f o r 4
h o u r s
,
fi l t e r e d a n d r i n s e d w i t h a d d i t i o n a l D I w a t e r . T h i s p r o c e d u r e w a s r e p e a t e d 3 t i m e s .
T h e D I w a t e r f r a c t i o n s w e r e c o m b i n e d a n d t h e w a t e r w a s r e m o v e d u n d e r r e d u c e d
p r e s s u r e y i e l d i n g 0 . 0 13 g (6 2 % o v e r a l l y i e l d ) o f 8 . F i g u r e 1 1 s h o w s t h e s y n t h e s i s
I I I . F . H y d r a z i n o A R P
I I I . F
. l . A t t e m p t e d S y n t h e s e s o f H y d r a z i n o a c e t i c A c i d
A n u m b e r o f a p p r o a c h e s t o t h e a t t e m p t e d s y n t h e s e s o f h y d r a z i n o a c e t i c a c i d w e r e
a t t e m p t e d a n d a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 12 .
I I I . F . l . a . A p p r o a c h 1
B r o m o a c e t i c a c i d (0 . 52 7 g , 3 . 7 7 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 5 m L o f D M F i n a r o u n d
b o t t o m f l a s k . U s i n g a g r a d u a t e d p i p e t t e , 0 . 2 m L o f h y d r a z i n e m o n o h y d r a t e (0 . 1 7 9 g , 3 . 7
m m o l
, d = 1 . 0 3 2 g /m L ) w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n w i t h s t i r r i n g . T h e s o l u t i o n i n i t i a l l y
t u r n e d c l o u d y b u t a ft e r 2 4 h o u r s b e c a m e c l e a r . T h e D M F w a s e v a p o r a t e d l e a v i n g a l i g h t
2 3
b r o w n i s h - o r a n g e r e s i d u e . E t h y l a l c o h o l w a s u s e d t o p r e c i p i t a t e t h e r e s i d u e a n d t h e
c r y s t a l s w e r e c o l l e c t e d b y fi l t r a t i o n .
'
H N M R s h o w e d o n l y h y dr a z i n e t o b e p r e s e n t .
I I I . F . l . b . A p p r o a c h 2
T h e a b o v e r e a c t i o n w a s r e p e a t e d f o l l o w i n g c o n v e r s i o n o f b r o m o a c e t i c a c i d t o t h e
s o d i u m s a l t . S o d i u m b i c a r b o n a t e w a s u s e d t o p r o t e c t t h e c a r b o x y l g r o u p f r o m r e a c t i n g
w i t h h y d r a z i n e .
I I I . F . l . c . A p p r o a c h 3
A p p r o a c h 1 w a s r e p e a t e d u s i n g t e r t i a r y b u t y l c a r b a z a t e , b u t h y d r a z in o a c e t i c a c i d
w a s n o t f o r m e d i n t h i s r e a c t i o n e i t h e r . A p p r o a c h 3 w a s a l s o r e p e a t e d a ft e r c o n v e r t i n g
b r o m o a c e t i c a c i d t o a s a l t . I n a d d i t i o n , b r o m o e t h y l a c e t a t e w a s a l s o u s e d i n p l a c e o f
b r o m o a c e t i c a c i d . H o w e v e r
,
i n t h e s e s y n t h e s e s a s w e l l , o n l y h y d r a z i n e c o u l d b e
i d e n t i fi e d b y
'
H N M R .
I I I . F . l . d . A p p r o a c h 4
T h e s y n t h e s i s o f h y d r a z i n o a c e t i c a c i d w a s a t t e m p t e d b y p r e p a r i n g e t h y l
h y d r a z i n e a c e t a t e f o l l o w e d b y h y d r o l y s i s u s i n g t h e p r o c e d u r e f r o m A . C a r m i , G . P o U a k ,
a n d H . Y e l l i n . B r o m o a c e t i c a c i d (0 . 5 6 2 g , 4 . 0 2 m m o l ) w a s p l a c e d i n a 2 5 m L r o i m d
b o t t o m f l a s k a n d d i s s o l v e d i n 5 m L D M F a n d 0 . 3 m L o f h y d r a z i n e m o n o h y dr a t e (3 . 0 1g ,
6 . 0 0 m m o l ) w a s a d d e d . T h e s o l u t i o n w a s s t i r r e d f o r 4 8 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e .
So d i u m h y d r o x i d e ( 0 . 5 5 g , 1 1 m m o l ) w a s a d d e d a n d th e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d . T h e
r e s i d u e w a s t r e a t e d w i t h 4 m l o f e t h a n o l H C l 3 0 % w /v
, (3 . 3 m L o f 3 6 % H C l w a s d i l u t e d
t o 4 m L w i t h e t h a n o l ) t u r n i n g t h e s o l u t i o n c l o u d y . T h e s o l u t i o n w a s r e f l u x e d f o r 1 . 5
h o u r s i n a m i n e r a l o i l b a t h a t 10 0 ° C a n d th e n s a t u r a t e d w i t h H C l g a s fo r 4 5 m i n u t e s .
A ft e r s a t u r a t i o n
,
1 0 m L o f a b s o l u t e e t h y l a l c o h o l w a s a d d e d a n d t h e r e a c t i o n r e fl u x e d
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o v e r n i g h t a t 1 0 5
° C a n d fi l t e r e d h o t . T h e fi l t r a t e w a s k e p t r e f r i g e r a t e d f o r t w o d a y s T h e
r e s u l t i n g c r y s t a l s w e r e r e fl u x e d f o r 3 h o u r s a t 1 1 0
°
C i n 3 . 5 m L o f w a t e r a n d 0 . 1 5 g o f
D o w e x ® 50W x 8 - 2 0 0 (a c i d f o r m ) . T h e fi l t e r e d s o l u t i o n w a s p a s s e d t h r o u g h a c o l u m n
w i t h D u o l i t e ® A - 7 (b a s e fo r m ) a n d th e n c o n c e n t r a t e d t o 0 . 5 m L . T h e c o n c e n t r a t e d
s o l u t i o n w a s a d d e d d r o p w i s e i n t o 2 . 5 m L o f a b s o l u t e e t h y l a l c o h o l . T h e
'
H N M R
s p e c t r u m s h o w e d o n l y t h e p r e s e n c e o f w a t e r a n d s o l v e n t .
I I I . F . l . e . A p p r o a c h 5
T h e s y n t h e s i s o f h y d r a z i n o a c e t i c a c i d w a s a l s o a t t e m p t e d u s i n g g l y o x y l i c a c i d .
T o a 2 5 m L r o u n d b o t t o m f l a s k c o n t a i n i n g g l y o x y l i c a c i d (0 . 2 0 g , 2 7 m m o l) , w a s a d d e d
a s o l u t i o n o f h y d r a z i n e m o n o h y dr a t e (0 . 13 5 g , 2 . 7 mm o l ) d i s s o l v e d i n 7 m L o f e t h a n o l
T h e s o l u t i o n w a s s t i r r e d f o r 6 h o u r s . H o w e v e r , n o p r o d u c t w a s o b s e r v e d b y H N M R .
I I L F . l . f . A p p r o a c h 6
G l y c i n e w a s a l s o u s e d a s a s t a r t i n g p o i n t t o s y n t h e s i z e h y d r a z i n o a c e t i c a c i d . I n
18 mL o f D I w a t e r , g l y c i n e (1 . 0 g , 1 3 m m o l) a n d p o t a s s i u m c y a n a t e ( 1 . 1 g , 13 m m o l )
w e r e d i s s o l v e d w i t h s t i r r i n g . C o n c e n t r a t e d H C l ( 1 . 3 m L , 13 mm o l ) w a s a d d e d t o t h e
s o l u t i o n a n d t h e s o l u t i o n s t i r r e d a t 6 0 ° C o v e r n i g h t . T h e s o l u t i o n w a s c o o l e d t o r o o m
t e m p e r a t u r e a n d t h e i n s o l u b l e m a t e r i a l f i l t e r e d o f f T h e i c e - c o o l e d s o l u t i o n w a s t h e n
a c i d i fi e d b y th e a d d i t i o n o f 5 . 4 m L o f c o n c e n t r a t e d H C l a n d th e s o lv e n t e v a p o r a t e d . N o
p r o d u c t w a s o b s e r v e d b y
'
H N M R .
I I L F . 2 . H y d r a z i n o A R P
T h i s s u c c e s s f u l a p p r o a c h w a s b a s e d o n c o u p l i n g i V- ^ B o c - p r o t e c t e d h y d r a z i n e
w i t h t h e A ' - h y d r o x y s u c c i n im i d e e s t e r o f b r o m o a c e t i c a c i d (F i g u r e 13 ) . P ri o r t o t h e
s y n t h e s i s , a c e t o n i t ri l e w a s fi
-
e s h l y d i s t i l l e d u s i n g P 2O 5
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I I I . F . 2 . a . A ' - H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f B r o m o a c e t i c A c i d (1 0 )
B r o m o a c e t i c a c i d (0 54 g , 3 . 8 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 10 m L o f t h e d r y
a c e t o n i t r i l e a n d A -^ h y d r o x y s u c c i n im i d e (9 ) (0 . 5 g , 4 3 m m o l ) w a s a d d e d w i t h s t i r r i n g .
N e x t , D C C (0 8 8 g , 4 . 4 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 3 m L o f d r y a c e t o n i t r i l e a n d a d d e d t o t h e
s o l u t i o n . D i c y c l o h e x y l u r e a b e g a n t o p r e c i p i t a t e . T h e r e a c t i o n w a s s t i r r e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e o v e r n i gh t . D i c y c l o h e x y l u r e a w a s f i l t e r e d o f f a n d t h e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d
t o g i v e 0 . 7 g (7 7 % ) o f 1 0
I I I . F . 2 . b . A ' - H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f A ^^ - C a r b o x y m e t h y l - t e r t i a r y B u t y l
C a r b a z a t e (1 1 )
T h e A -^ h y d r o x y s u c c i n im i d e e s t e r o f b r o m o a c e t i c a c i d ( 10 ) (0 . 3 8 g , 1 . 8 4 m m o l )
w a s a d d e d t o a s o l u t i o n o f t e r t i a r y b u t y l c a r b a z a t e (0 . 2 1 g , 1 . 6 m m o l ) a n d t r i e t h y l a m i n e
(0 . 16 g , 1 . 6 m m o l ) i n l Om L o f m e t h y l e n e c h l o r i d e . T h e s o l u t i o n s t i r r e d f o r 4 h o u r s a n d
w a s w a s h e d w i t h 5 % H C l (3 x 6 m L ) a n d t h e n w i t h b r i n e (3 x 6 m L ) . T h e m e t h y l e n e
c h l o r i d e fr a c t i o n w a s dr i e d o v e r s o d i u m s u l f a t e a n d th e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d u n d e r
r e d u c e d p r e s s u r e . T h e r e s i d u e w a s d i s s o l v e d in 3 x 2 0 m L o f b o i l i n g c a r b o n t e t r a c h l o r i d e
a n d fi l t e r e d w h i l e h o t . A ft e r 2 d a y s i n t h e r e fr i g e r a t o r , 0 . 0 7 g ( 16 % ) o f c r y s t a l l i n e
p r o d u c t ( 1 1 ) w a s c o l l e c t e d b y fi l t r a t i o n .
I I I . F . 2 . C . B i o t i n H y d r a z i d e - A
^^ - C a r b o x y m e t h y l - t e r t i a r y B u t y l C a r b a z a t e
C o n j u g a t e (1 2 )
T h e A -^ h y d r o x y s u c c i n im i d e e s t e r (1 1 ) (0 . 0 2 1 g , 0 0 7 3 mm o l ) w a s d i s s o l v e d i n 3
m L o f D M SO a n d b i o t i n h y d r a z i d e (0 . 0 18 g , 0 . 0 7 3 m m o l ) w a s a d d e d w i t h s t i r r i n g . T h e
r e a c t i o n w a s s t i r r e d f o r 3 d a y s d u r i n g w h i c h b i o t i n h y d r a z i d e b e g a n t o d i s s o l v e a s t h e
r e a c t i o n p r o g r e s s e d . F i n a l l y , t h e r e a c t i o n w a s h e a t e d a t 5 0
° C f o r 2 h o u r s . T h e D M F w a s
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r e m o v e d u n d e r r e du c e d p r e s s u r e a n d t h e r e s i d u e w a s e x t r a c t e d t h r e e t im e s w i t h 4 m l o f
b o i h n g e t h y l a c e t a t e . T h e e x t r a c t s w e r e c o m b i n e d a n d w e r e p l a c e d a t
- 2 0
° C f o r 2 d a y s
a n d 0 . 0 2 0 g (6 4 % ) o f 1 2 w a s c o l l e c t e d b y fi l t r a t i o n .
I I I . F . 2 . d . H y d r a z i n o A R P (13 )
B i o t i n h y d r a z i d e - 1 1 c o n j u g a t e ( 1 2 ) (0 . 0 2 0 g , 0 0 4 6 m m o l ) w a s c o o l e d a t 0
° C
a n d t h e n d i s s o l v e d i n 1 m L o f p r e c o o l e d t r i fl u o r o a c e t i c a c i d . T h e r e a c t i o n w a s s t i r r e d a t
0
° C f o r 2 0 m i n . a n d t h e n a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n . T h e t r i f l u o r o a c e t i c a c i d w a s
t h e n r e m o v e d u n d e r a s t r e a m o f a r g o n g a s . T h e r e s i d u e w a s d i s s o l v e d i n 5 m L o f D I
w a t e r a n d D o w e x ® l X - 4 r e s i n (c o n v e r t e d t o t h e O H
'
fo r m ) w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n
u n t i l t h e p H r e a c h e d 7 0 . T h e r e s i n w a s f i l t e r e d a n d r i n s e d w i t h 5 m L o f D I w a t e r . T h e
r e s i n w a s t h e n s t i r r e d i n 5 m L D I w a t e r f o r th r e e h o u r s , fi l t e r e d , a n d r i n s e d w i th
a d d i t i o n a l D I w a t e r . T h i s w a s r e p e a t e d t w i c e t o r e c o v e r a d d i t i o n a l p r o d u c t . T h e
fr a c t i o n s w e r e c o m b i n e d a n d th e w a t e r w a s e v a p o r a t e d u n d e r r e d u c e d p r e s s u r e l e a v i n g
0 . 0 10 g (7 0 % ) o f h y d r a z i n o A R P ( 13 ) . T h e h y d r a z i n o A R P s y n t h e s i s s c h e m e i s p r e s e n t e d
i n F i g u r e 13 .
I I I . G . 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d P r o b e
I I I . G . l . A ' - H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d (1 5 )
16 - H y dr o x y h e x a d e c a n o i c a c i d (1 4 ) (0 . 2 7 g , 1 . 0 m m o l ) a n d i V- h y d r o x y s u c c i n im d e
(0 . 13 g , 1 . 1 m m o l ) w e r e d i s s o l v e d i n 1 5 m L o f T H F , d o u b l y d i s t i l l e d , fi r s t f r o m c a l c i u m
h y dr i d e a n d t h e n f r o m l i t h i u m a l u m i n u m h y d r i d e . D C C (0 . 2 3 g , 1 . 1 m m o l ) w a s
d i s s o l v e d i n T H F a n d a d d e d t o t h e s o l u t i o n w i t h s t i r r i n g . T h e r e a c t i o n w a s s t i r r e d a t
r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2 d a y s . T h e p r e c i p i t a t e d d i c y c l o h e x y l u r e a w a s fi l t e r e d o f f a n d t h e
s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d u n d e r r e d u c e d p r e s s u r e . T h e r e s i d u e w a s t h e n d i s s o l v e d i n
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c h l o r o f o r m a n d c h r o m a t o g r a p h e d o n a p r e p a r a t i v e T L C p l a t e e l u t e d w i t h C H C h /M e O H
2 4 : 1 v / v . F o u r b a n d s w e r e o b t a in e d , a n d t h e fi r s t t w o b a n d s e l u t e d w e r e d e t e r m i n e d t o
c o n t a i n p r o d u c t ( r e a c t i o n s h o w n i n F i g u r e 1 4 ) .
I I I . G . 2 , S y n t h e s i s o f TV - P h t h a l i m i d o D e r i v a t iv e o f t h e A ' - H y d r o x y s u c c i n im i d e E s t e r
o f 1 6- H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d
T o 10 m L o f fr e s h d o u b l y d i s t i l l e d T H F , 1 5 (0 13 g , 0 . 3 3 mm o l ) w a s a d d e d .
T r i p h e n y l p h o s p h i n e (0 . 0 8 8 g , 0 . 3 3 m m o l ) , A -^ h y d r o x y ph t h a l im i d e (0 . 0 5 4 g , 0 . 3 3 mm o l ) ,
a n d d i e t h y l a z o d i c a r b o x y l a t e (0 . 0 5 8 g , 0 . 3 3 m m o l ) w e r e t h e n a d d e d t o t h e s o l u t i o n w i t h
s t i r ri n g . A ft e r s t i r ri n g a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 4 h o u r s , T H F w a s e v a p o r a t e d u n d e r
r e d u c e d p r e s s u r e . T h e r e s i d u e w a s d i s s o l v e d i n 4 m L o f d i c h l o r o m e t h a n e a n d e x t r a c t e d
w i t h 2 m L o f w a t e r T h e o r g a n i c l a y e r w a s d ri e d o v e r s o d i u m s u l f a t e a n d a p p l i e d t o a
p r e p a r a t i v e T L C p l a t e . T h e p l a t e w a s d e v e lo p e d u s i n g 9 9 : 1 (v / v ) c h l o r o f o r m / m e t h a n o l
a n d y i e l d e d 5 b a n d s . H o w e v e r , a n a l y s i s o f t h e b a n d s b y
'
H N M R a n d m a s s s p e c t r o m e t r y
f a i l e d t o d e t e c t t h e e x p e c t e d p r o du c t (r e a c t i o n s h o w n i n F i g u r e 1 5 ) .
I I I . G . 3 . B i o t i n H y d r a z i d e - 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d C o n j u g a t e ( 16 )
T h e A -^ h y d r o x y s u c c i n im i d e e s t e r o f 16 - h y d r o x y h e x a d e c a n o i c a c i d (15 ) (0 . 04 0 g ,
0 . 1 1 m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n D M F (2 m L ) . B i o t i n h y d r a z i d e (0 . 0 2 6 g , 0 . 1 0 m m o l ) w a s
a d d e d w i t h s t i r ri n g . T h e r e a c t i o n w a s s t i r r e d o v e r n i gh t a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e n a t
5 0 ° C f o r 2 h o u r s . B i o t i n h y d r a z i d e d i s s o l v e d a s t h e r e a c t i o n p r o c e e d e d . T h e D M F w a s
r e m o v e d u n d e r r e d u c e d p r e s s u r e a n d t h e r e s i d u e e x t r a c t e d w i t h 3 x 4 m L o f b o i l i n g e t h y l
a c e t a t e . T h e e t h y l a c e t a t e fr a c t i o n s w e r e c o m b i n e d a n d s t o r e d a t - 2 0
° C f o r 2 d a y s .
C r y s t a l s w e r e c o l l e c t e d b y fi l t r a t i o n y i e l d i n g 0 . 0 3 0 g (5 9 % ) o f 1 6 . T h e s y n t h e t i c s c h e m e
i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 6 .
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I I I . G . 3 . A ' - P h t h a l i m i d o D e r i v a t i v e o f B i o t i n H y d r a z i d e - 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c
A c i d C o n j u g a t e ( 1 7 )
B i o t i n h y d r a z i d e c o n j u g a t e o f 16 - h y d r o x y h e x a d e c a n o i c a c i d (1 6 ) (0 0 12 g , 0 . 0 2 5
m m o l ) w a s d i s s o l v e d i n 5 m L o f D M SO fr e s h l y d i s t i l l e d f r o m c a l c i u m h y d r i d e . A ' -
H y d r o x y p h t h a Hm i d e (0 . 0 0 4 g , 0 . 0 2 5 m m o l ) w a s a d d e d , f o l l o w e d b y D C C (0 . 0 0 5 g , 0 . 0 2 5
m m o l ) d i s s o l v e d i n 2 m L o f d r y a c e t o n i t r i l e (d i s t i l l e d o f f P 2O 5 ) . T h e r e a c t i o n m i x t u r e
s t i r r e d f o r 2 4 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e t e m p e r a t u r e w a s t h e n i n c r e a s e d t o 8 0
° C
f o r a n a d d i t i o n a l h o u r . T h e D M SO w a s r e m o v e d a n d t h e p r o d u c t w a s d i s s o l v e d i n 4 m L
o f D M F . T h e p r e c i p i t a t e w a s f i l t e r e d o u t a n d th e D M F s o l u t i o n (f i l t r a t e ) w a s e v a p o r a t e d
u n d e r r e d u c e d p r e s s u r e t o a f f o r d a l i g h t y e l l o w r e s i d u e . T h e r e s i d u e w a s e x t r a c t e d w i t h
b o i l i n g e t h y l a c e t a t e (3 x 4 m L ) . T h e e x t r a c t s w e r e c o m b i n e d a n d s t o r e d i n t h e
r e f r i g e r a t o r f o r 2 d a y s . T h e p r o d u c t w a s c o l l e c t e d b y f i l t r a t i o n t o y i e l d 5 m g (3 1 %) o f 1 7
(F i g u r e 1 7 ) .
I I I . G . 4 . A t t e m p t e d S y n t h e s i s o f 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d A R P
T h e / / - h y d r o x y p h t h a l i m i do d e r i v a t i v e ( 17 ) (0 . 0 0 3 3 g , 0 . 0 0 5 0m m o l ) w a s d i s s o l v e d
i n 5 m L o f D M F a n d c o o l e d t o 0 ° C . T o t h e s o l u t i o n , 1 m L o f 0 . 5 u g /m L o f h y d r a z i n e
m o n o h y d r a t e w a s a d d e d d r o p w i s e o v e r t e n m i n u t e s . T h e s o l u t i o n s t i r r e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e f o r 5 0 m i n u t e s a n d t h e n 3 m L o f d i e t h y l e t h e r w a s a d d e d . T h e s o l u t i o n w a s
k e p t i n t h e r e f r i g e r a t o r o v e r n i g h t a n d t h e n e v a p o r a t e d u n d e r r e du c e d p r e s s u r e .
'
H N M R
a n a l y s i s s h o w e d t h a t t h e d e s i r e d p r o d u c t w a s n o t p r e s e n t b u t h y d r a z i d e o f 0 - ( 16 -
c a r b o x y h e x a d e c a n o i c ) h y d r o x y l a m i n e h a d f o r m e d t h r o u g h d i s p l a c e m e n t o f b i o t i n
h y d r a z i d e (F i g u r e 18 ) .
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I V . R e s u l t s
A l l t h e c o m p o u n d s s y n t h e s i z e d w e r e c h a r a c t e ri z e d b y
' H N M R P r o t o n c h e m i c a l
s h i ft s a r e r e p o r t e d i n p a r t s p e r m i l l i o n (6 ) r e l a t i v e t o T M S . P r o d u c t s w e r e f u r t h e r
c h a r a c t e ri z e d b y m a s s s p e c t r o m e t r y . S t r u c t u r e s o f p r e v i o u s l y u n r e p o r t e d c o m p o u n d s
w e r e a l s o d e t e r m i n e d b y h i gh r e s o l u t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y .
I V . A . S y n t h e s i s o f A R P
I V . A . l . i V - ( f e r ^ B u t o x y c a r b o n y I ) - (? - (c a r b o x y i n e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (2 )
(D M SO - J e ) 5 1 3 7 (s , 9 H , t - B u H ) , 4 . 2 1 (s , 2 H , C H 2 ) , 1 0 . 1 1 (b r s , I H , N H ), F i g u r e
1 9 .
I V . A . 2 . i V - H y d r o x y s u c c i n i m i cI e E s t e r o f A ' -^ (^e r ^ B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e (3 )
(D M SO - d e ) d 1 . 3 7 (s , 9H , t - B u H ) , 2 . 8 2 (s , 4 H , C H 2 - C H 2 ) , 4 . 8 1 (s , 2 H , C H 2 O ),
1 0 . 3 7 (b r s , l H , N H ) , F i g u r e 2 0 .
I V . A . 3 . B i o t i n h y d r a z i d e - (r e rt - B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 - ( c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e
c o n j u g a t e (4 )
(D M SO - d f , ) 8 1 . 2 - 1 . 7 (m , 6 H , H 9 , H i o , H „ ) , 1 . 4 1 (s , 9 H , t - B u H ) , 2 . 1 1 (t , J = 7
H z
,
2 H , H , 2 ) , 2 . 5 8 (d , J = 12 H z , I H , H y a ) , 2 . 8 1 (d d , J = 5 , 12 H z , I H , H -n , ) , 3 . 1 0 , (m , I H ,
H 5 ) , 4 . 1 2 (m , I H , H 4 ) , 4 . 2 5 (s , 2 H , H n ) , 4 . 2 9 (M , I H , H g ) , 6 . 3 4 (b r s , I H , H h ) , 6 . 4 0 (b r s ,
I H , H , 5) , 9 . 7 7 (b r s , 2 H , H , , H 3 ) , 1 0 . 1 7 (b r s , I H , H , 9 ) , F i g u r e 2 1.
I V . A . 4 . A R P (5 )
(D M SO - 4 ) 5 1 . 2 - 1 . 7 (m , 6H , H 9 , H , o , H n ) , 2 . 1 1 (t , J = 7 . 2 H z , 2 H , H , 2 ) , 2 . 5 5 (d ,
J = 12 . 3 H z
,
1 H
, H y a ) , 2 . 7 9 (d d , J = 5 , 12 H z , I H , H y b ) , 3 . 0 7 (m , I H , H 5 ) , 4 . 0 2 (m , I H ,
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H 4 ) , 4 . 1 2 (s , 2 H , H , 7 ) , 4 . 3 0 (m , I H , H g ) , 6 . 3 4 (b r s , I H , H , 9 ) , 6 . 4 0 (b r s , 2 H , H , 4 , H u ) ,
9 . 7 7 (b r s , 2 H , H i , H 3 ) , F i g u r e 2 2 .
M H + c a l c u l a t e d 3 32 . 1 3 9 2 , f o u n d 3 3 2 . 5 6 , F i g u r e 2 3 .
I V . B . A R P c o m p o n e n t s
I V . B . l . B i o t i n h y d r a z i d e
(D 2 O ) 8 1 2 - 1 . 7 (m , 6 H , H 9 , H j o , H , , ) , 2 . 1 1 (t , J = 7 . 3 H z , 2 H , H 12 ) , 2 . 5 5 (d , J -
12 . 7 H z
,
1 H
,
H 7 a ) , 2 . 7 6 (d d , J = 5 . 0 , 1 2 . 0 H z , I H , H y b ) , 3 . 0 7 (m , I H , H 5 ) , 4 . 1 4 (m , I H ,
H 4 ) , 4 . 1 2 (s , 2 H , H 1 7 ) , 4 . 3 2 (M , I H , H g ) , F i g u r e 2 4 .
I V . B . 2 , 0 - (C a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e
(D M SO - J e ) 5 4 . 5 6 (s , 2 H , C H 2 ) , F i g u r e 2 5 , F i g u r e 2 6
I V . C . I m i n o A R P
I V . C . 1 . 2 - I m i n o b i o t i n H y d r a z i d e H y d r o c h l o r i d e - i V - ( / e r ^ B u t o x y c a r b o n y l ) - 0 -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e C o n j u g a t e (7 )
(D M SO - 6 ?6 ) 6 1 . 2 - 1 . 7 (m 6H , H 9 , H i o , H n ) , 1 . 4 1 (s , 9H , t - B u H ) , 2 . 1 1 (t , J = 7 . 3
H z
,
2 H
,
H 1 2 ) , 2 . 7 8 (d , J = 13 . 5 8 H z , I H , H y a ) , 2 . 89 (d d , J = 4 . 7 , 12 . 5 H z , I H , H y b ) , 3 . 2 1
(m , I H , H 5 ) , 4 . 2 5 (s , 2 H , H , ?) , 4 . 4 3 (m , I H , H 4 ) , 4 . 6 2 (m , I H , H g) , 8 . 0 1 a n d 8 . 1 8 (b r s ,
2 H
,
H i 4 , H i s ) , 9 . 80 (b r s , 2 H , H i , H 3 ) , 1 0 . 1 9 (b r s , I H , H 19 ) , F i g u r e 2 7 .
I V . C . 2 . I m i n o A R P (8 )
(D 2 O - J 6 ) 5 1 . 2 - 1 . 7 (m 6H , H 9 , H , o , H n ) , 2 . 2 2 (t , J = 7 . 2 H z , 2 H , H , 2 ) , 2 . 7 5 (d , J =
1 3 . 8 H z , I H , H y a ) , 2 . 9 0 (d d , J = 4 . 6 , 1 3 H z , I H , H yb ) , 3 . 2 7 (m , I H , H 5 ) , 4 . 2 0 (s , 2 H , H , y ) ,
4 5 0 (m , I H , H 4 ) , 4 . 6 4 (m , I H , H g) , F i g u r e 2 8 .
(MH
*
) c a l c d 3 3 1 . 4 1 2 , f o u n d 3 3 1 . 5 1, F i g u r e 2 9 .
I V
. D . H y d r a z i n o A R P
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I V . D . l . A -^ H y d r o x y s u c c i n im i d e E s t e r o f B r o m o a c e t i c A c i d ( 10 )
(D M S 0 - J 6 ) 8 2 . 8 2 (s 4 H , CH 2 - CH 2 ) , 4 . 6 2 ( s , 2 H , C H 2 . B r ) , F i g u r e 3 0 .
I V . D . 2 . A ' - H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f V - C a r b o x y m e t h y l - t e r t i a r y B u t y l
C a r b a z a t e (l l )
(D M SO - J 6 ) 5 1 . 3 8 (m , 9 H , t - B u H ) , 2 . 6 0 (s , 4 H , C H 2 - CH 2 ) , 4 . 5 1 (s , 2 H , CH 2 ) ,
8 8 6 (b r s , I H , N H ), 9 7 8 (b r s , I H , N H ), F i g u r e 3 1
M H + c a l c u l a t e d 2 8 8 2 7 .
F A B
MN a ^ c a l c u l a t e d 3 10 . 2 7 3
,
f o u n d MN a
^
(F A B ) 3 10 . 2 7 3 , F i g u r e 3 2 .
E S
MN a
^
f o u n d 3 10 . 0
,
F i g u r e 3 3 .
I V . D . 3 . B i o t i n H y d r a z i d e - A
^^ - C a r b o x y m e t h y l - t e r t i a r y B u t y l C a r b a z a t e C o n j u g a t e
(1 2 )
(D M SO - d e ) 6 1 . 2 - 1 . 7 (m 6 H , H 9 , H i o , H n ) , 1 4 1 (s , 9 H , t - B u H ) , 1 . 9 7 (t , J = 7 . 3 H z ,
2 H , H , 2 ) , 2 . 5 4 (d , J = 1 1 . 9 H z , I H , H y a ) , 2 7 8 (d d , J = 5 . 3 , 1 2 . 5 H z , I H , H yb ) , 3 0 7 (m ,
I H , H 5 ) , 4 . 2 8 (m , I H , H 4 ) , 4 10 (m , I H , H g ) , 4 . 5 1 ( s , 2 H , H n ) , 6 3 3 a n d 6 . 4 0 (b r s , 2 H ,
H i 4 , H i s ) , 8 . 86 (b r s , I H , H i g ) , 8 . 9 1 (b r s , 2H , H , , H 3 ) , 9 . 7 9 (b r s , I H , H 19 ) , F i g u r e 3 4 .
I V . D . 4 . H y d r a z i n o A R P ( 13 )
(D M SO - J e ) 6 1 . 2 - 1 . 7 (m , 6 H , H 9 , H , o , H „ ) , 1 . 9 9 (t , J = 7 . 4 H z , 2 H , H 1 2 ) , 2 . 5 4 (d ,
J = 1 1 . 7 H z
,
I H
,
H 7 a ) , 2 . 7 8 (d d , J = 5 . 4 , 1 2 . 0 H z , I H , H y b ) , 3 . 0 7 (m , I H , H 5 ) , 4 . 1 1 (m , 3H ,
H 4 , H 1 7 ) , 4 . 2 9 (m , I H , H g) , 6 . 3 3 (b r s , I H , H m ) , 6 4 0 (b r s , I H , H 15 ) , 8 . 9 0 (b r s , 2 H , H , ,
H 3 ) , F i g u r e 3 5 .
I V . E . 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d A R P
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I V . E . I 1 6- H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d ( 14 )
(C D C l 3 - ^ 6 ) 5 1 . 2 - 1 . 4 (m , 1 8H , C 5H 2 - C I 3H 2 ) , 1 . 5 7 (m , 4 H , C H 7 C H 7 C H 7 C O O H ) .
1 . 6 4 (m , 4 H , C H 2C H 2 C H 2 O H ), 2 . 3 5 (t , J = 7 . 7 H z , C H 2C O O H ), 3 . 6 5 (t , J = 6 . 2 H z , I H ,
C H 2 O H ), F i g u r e 3 6 .
I V . E . 2 . A ' - H y d r o x y s u c c i n i m i d e E s t e r o f 1 6 - H y d r o x y h e x a d e c a n o i c A c i d (1 5 )
(C D C h - d e ) 8 1 . 2 - 1 . 4 (m , 1 8H , C 5H 2 - C I 3H 2 ) , 1 . 5 4 (m , 4 H , C H 7 C H 7C H 7 C O O R ) .
1 . 7 3 (m , 4 H , C H 2 C H 2 CH 2O H ), 2 . 3 5 (t , J = 7 . 2 H z , C H 2 C O O R ) , 2 . 8 4 (s , 4 H ,
0 = C C H 2C H 2 C = 0 ) , 3 . 6 5 (t , J - 6 . 2 H z , I H , C H 2 O H ), F i g u r e 3 7 .
I V . E . 3 . B i o t i n H y d r a z i d e
- 2 C o n j u g a t e (1 6 )
(D M SO - d e ) d 1 . 2 - 1 . 8 (m , 3 2 H , C 9 H 2 - C 1 l H 2 , (C H 2 ) i 8 - (C H 2 )3 o ) , 2 . 0 7 (t , J = 7 . 6 H z ,
2H
, (C H 2 ) i 2 ) , 2 . 5 7 (d , J = 1 1 . 7 H z , I H , H y a ) , 2 6 1 (t , J = 7 . 2 H z , 2H , (C H 2 ) i 7 ) , 2 . 7 3 (m ,
3H , H 7b , (C H 2 )3 i ) , 3 . 0 8 (m , I H , (C H )5 ) , 4 . 1 2 (m , I H , (CH )4 ) , 4 . 2 9 (m , I H , ( CH )8 ) , 6 . 34
(b r s , I H , N 14 - H ) , 6 . 4 1 (b r s , I H , N 15 - H ) , 9 . 6 1 (b r s , 2 H , N l - H , N 3 - H ) , F i g u r e 3 8 .
I V . E . 4 . A -^ P h t h a l i m i d o D e r i v a t i v e o f 3 (1 7 )
(D M SO - d e ) 5 1 . 2 - 1 . 8 (m , 3 2 H , C 9 H 2 - C 1 1H 2 , C 1 8H 2 - C 3 0 H 2 ) , 2 . 0 7 (t , J = 7 . 6 H z ,
4 H , (CH 2 ), 2 , (C H 2 )i 7 ) , 2 . 5 0 (d , J = 12 . 5 , I H , H y a ) , 2 . 7 9 (d d , J = 4 . 7 , 12 . 8 , H v b ) , 3 . 0 7 (m ,
I H
, (CH )5 ) , 4 . 1 1 (m , I H , (C H )4 ) , 4 . 2 9 (M , I H , (C H ) 8 ) , 6 . 3 3 (b r s , I H , N 14 - H ) , 6 . 3 9 (b r s ,
I H , N 15 - H ), 7 . 9 4 (s , 4 H , (C H )3 6 - 3 9 ) , 9 . 6 1 (b r s , 2 H , N l - H , (N 3 - H ) , F i g u r e 3 9 .
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V . D i s c u s s i o n
I n t h i s p r o j e c t A R P , im i n o A R P , a n d h y d r a z i n o A R P w e r e s u c c e s s f u l l y s y n t h e s i z e d
a n d t h e i r s t r u c t u r e s w e r e c o n f i r m e d b y N M R a n d m a s s s p e c t r o m e t r y . T h e s y n t h e s e s w e r e
r e p r o d u c i b l e a n d r e s u l t e d i n a d e q u a t e y i e l d s . A R P a n d im i n o A RP w e r e s y n t h e s i z e d
r e p r o d u c i b l y o n d i f f e r e n t s c a l e s . F o r m o s t o f t h e r e a c t i o n s t e p s , t h e y i e l d s r a n g e d f r o m
6 0 t o 9 0 % . A R P h a d t h e h i g h e s t o v e r a l l y i e l d a n d h y d r a z i n o A R P r e s u l t e d i n t h e l o w e s t
y i e l d , b u t s i n c e t h e r o u t e i s n e w l y d e v e l o p e d i t i s l i k e l y t h a t y i e l d s m a y b e f u r t h e r
o p t i m i z e d . T h e s t e p s p r e c e d i n g t h e c o u p l i n g r e a c t i o n w i t h b i o t i n h y dr a z i d e (o r
im i n o b i o t i n h y d r a z i d e ) (F i g u r e s 8 , 10 , 1 3 ) r e s u l t e d i n t h e l o w e s t y i e l d s T h e
e n a n t i o m e r i c s y n t h o n s , b i o t i n h y d r a z i d e a n d i m i n o b i o t i n h y d r a z i d e , a r e c o m m e r c i a l l y
a v a i l a b l e (A l d r i c h ) a n d r e a g e n t c o s t i s n o t a l im i t i n g f a c t o r . R e a c t i o n s f o l l o w i n g th e
b i o t i n h y d r a z i d e c o u p l i n g s t e p a l l r e s u l t e d i n a d e q u a t e y i e l d s . T h e r e f o r e , t h e s y n t h e s i s o f
t h e r e a c t i v e p r o b e s i s c o n v e n i e n t a n d r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e .
I n t h e fi n a l s t a g e o f t h e A R P a n d h y d r a z i n o A R P s y n t h e s e s , t h e b a s e f o r m o f
D o w e x ® r e s i n w a s u s e d t o b r i n g s o l u t i o n s t o a p H o f 7 . T h i s w a s a n im p o r t a n t s t e p a n d
t h e a m o u n t o f c o n t a m i n a n t s o n t h e N MR s e e m e d t o c o r r e l a t e w i t h t h e a c c u r a c y o f t h e p H .
T h e p r o d u c t s h i g h e s t i n p u r i t y w e r e o b t a i n e d w h e n a p H m e t e r w a s u s e d t o m o n i t o r t h e
s o l u t i o n , r a t h e r t h a n t h e p H s t ri p s , w h i c h o n l y g a v e a p H r a n g e . Im i n iu m s a l t s a r e
u n s t a b l e a t n e u t r a l a n d b a s i c p H s . I n a d d i t i o n , a t h i g h e r p H s , p r o t o n a t i o n o n t h e a m i n e
g r o u p m a y i n h i b i t t h e r e a c t i o n w i t h t h e A P s i t e s a n d d e c r e a s e t h e u s e f u l n e s s o f t h e
im i n o b i o t i n d e ri v a t i v e a s a n a b a s i c s i t e p r o b e . T h e r e f o r e , d u ri n g th e s y n t h e s i s o f t h e
im i n o A R P
,
t h e c o m p o u n d w a s n e v e r b r o u g h t a b o v e p H o f 3 - 4 . E v e n i n a p r o t o n a t e d
f o r m i n 3 - 4 p H r a n g e , t h e a d s o r b t i o n o f t h e im i n o A R P t o t h e r e s i n w a s n o t a p r o b l em a n d
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a s u f f i c i e n t y i e l d c o u l d b e o b t a i n e d b y s u b s e q u e n t w a s h i n g s o f t h e r e s i n . W h e n
i m i n o A R P w a s b r o u g h t t o a n e u t r a l p H , t h e s y n t h e s i s d i d n o t w o r k .
A s d e s c r i b e d i n t h e m e t h o d s s e c t i o n , s e v e r a l a p p r o a c h e s w e r e a t t e m p t e d b e f o r e
a c h i e v i n g t h e s y n t h e s i s o f h y d r a z i n o a c e t i c a c i d . I n t h e u n s u c c e s s fu l r e a c t i o n s , t h e
r e a c t i v i t y o f h y d r a z i n e r e s u l t e d i n t h e p r e d o m i n a n c e o f s i d e r e a c t i o n s . F u r t h e r m o r e , t h e
f e w r e p o r t e d r o u t e s t o h y d r a z i n o a c e t i c a c i d w e r e n o t r e p r o d u c i b l e . T h e p r o b e w a s
s y n t h e s i z e d b y f i r s t p r o t e c t i n g b r o m o a c e t i c a c i d a s a N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e e s t e r t o
a v o i d f o r m a t i o n o f t h e h y d r a z i d e . T h e e s t e r w a s t h e n r e a c t e d w i t h t e r t i a r y b u t y l
c a r b a z a t e t o p r o d u c e t h e A ' ^ h y dr o x y s u c c i n i m i d e e s t e r o f t e r t i a r y b u t y l o x y c a r b o n y l
h y dr a z i d e . O n c e t h i s c o m p o u n d w a s s u c c e s s f u l l y s y n t h e s i z e d , t h e p r o c e d u r e f r o m I d e e t
a l . c o u l d b e u s e d t o c o m p l e t e t h e S 3m t h e s i s o f t h e p r o b e .
Sy n t h e s i s o f t h e 1 6 - h y dr o x y h e x a d e c a n o i c r e a c t i v e p r o b e h a s n o t b e e n c o m p l e t e d .
A ^- h y d r o x y s u c c i n im i d e w a s u s e d t o p r o t e c t t h e c a r b o x y g r o u p o f 1 6 -
h y d r o x y h e x a d e c a n o i c a c i d . H o w e v e r , a t t h e n e x t s t a g e o f t h e s y n t h e s i s , p r o t e c t i o n o f t h e
1 6 - h y d r o x y g r o u p b y A -^ h y dr o x y p h t h a l im i d e c o u l d n o t b e a c c o m p l i s h e d w i t h e i t h e r t h e
D C C o r D E A D c o u p l i n g p r o c e d u r e s . T h e a c t i v a t e d e s t e r f o r m e d a s a r e s u l t o f t h e
a d d i t i o n o f A ' - h y d r o x y s u c c i n i m i d e t o t h e c a r b o x y g r o u p ( 15 ) w a s a p p a r e n t l y t o o s t r o n g a n
e l e c t r o p h i l e a n d t h e a d d i t i o n o f t h e A
^
- h y d r o x y p h t h a l im i d e o n l y r e s u l t e d i n a
t r a n s e s t e r i f i c a t i o n r e a c t i o n r a t h e r t h a n t h e s y n t h e s i s o f a n e t h e r . Si n c e a m i d e b o n d s a r e
l e s s r e a c t i v e t h a n e s t e r s
,
t h e o r d e r o f p r o b e a s s e m b l y w a s a l t e r e d t o c o u p l e t h e A^-
h y dr o x y s u c c i n im i d e e s t e r w i t h b i o t i n h y dr a z i d e , c r e a t i n g a n a m i d e b o n d (F i g u r e 1 6) . A
D C C c o u p l i n g r e a c t i o n r e s u l t e d i n t h e p r o t e c t i o n o f t h e a l c o h o l f u n c t i o n a l g r o u p w i t h A ' -
h y d r o x y p h t h a l im i d e . B u i l d i n g u p o n t h e a p p r o a c h b y K r o t z e t a l . , h y d r a z i n e w a s u s e d i n
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a r e a c t i o n t o c o n v e r t t h e A '^ h y d r o x y p h t h a l i m i d e e t h e r t o a h y d r o x y l a m i n e d e r i v a t i v e
c a p a b l e o f r e a c t i n g w i t h a l d e h y d e s . H o w e v e r , t h i s fi n a l s t a g e o f t h e s y n t h e s i s h a s n o t y e t
b e e n c o m p l e t e d . T h e h y d r a z i n e s p l i t t h e h y dr a z i d o l i n k a g e b e t w e e n t h e 1 6 -
h y d r o x y h e x a d e c a n o y l t e t h e r a n d b i o t i n r e s u l t i n g i n t h e d i s p l a c e m e n t o f t h e b i o t i n g r o u p
i n s t e a d o f r e a c t i n g a t t h e c a r b o n y l c a r b o n s o f A ' ^ h y dr o x y p h t h a l i m i d e (F i g u r e 1 7 ) .
A l t e r n a t i v e p r o c e d u r e s f o r r e m o v i n g p h t h a l i c a c i d w o u l d b e t o u s e w e a k e r b a s e s .
Pr o c e d u r e s w e r e a l s o d e v e l o p e d t o p r e p a r e s o m e o f t h e r e a g e n t s n e e d e d i n t h e
A R P s y n t h e s i s f o r l a b e l e d i n t e r n a l s t a n d a r d s . T h e s y n t h e s i s o f b i o t i n h y d r a z i d e a n d O -
(c a r b o x y m e t h y l )h y d r o x y l a m i n e b o th i n v o l v e d r e a g e n t s t h a t a r e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e i n
t h e l a b e l e d f o r m , [
^N 2 ] - h y d r a z i n e a n d [
' ^
C 2 ] - b r o m o a c e t i c a c i d . B e c a u s e o f t h e e x p e n s e
a s s o c i a t e d w i t h l a b e l e d m a t e r i a l s , m o d e r a t e t o h i g h 3a e l d s s h o u l d b e o b t a i n e d . B i o t i n
h y d r a z i d e w a s s y n t h e s i z e d w i t h a h i g h y i e l d a n d b e c a u s e i t i s i n t r o d u c e d n e a r t h e e n d o f
t h e s y n t h e t i c s c h e m e o f A R P , t h e o v e r a l l r e c o v e r y o f l a b e l e d p r o du c t s h o u l d b e h i gh .
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N a k a m u r a , J . , Y am a g u c h i , S , L a , D . K , U p t o n , P . B . , Sw e n b e r g , J . A . (2 0 0 1)
In d u c t i o n o f d i r e c t a d d u c t s
,
a p u ri n i c / a p y ri m i d i n i c s i t e s a n d o x i d i z e d b a s e s i n
n u c l e a r D N A o f h u m a n H e L a S 3 t u m o r c e l l s b y t e t r a c h l o r o h y d r o q u i n o n e .
C a r c i n o g e n e s i s 2 2 : 6 3 5 - 6 3 9 .
L i n d a h l
,
T . ( 1 9 9 3 ) I n s t a b i l i t y a n d d e c a y o f t h e p ri m a r y s t r u c t u r e o f D N A . N a t u r e 3 6 2 :
7 0 9 - 7 1 5L i n d a h l T .
,
N y b e r g B . R a t e o f d e p u ri n a t i o n o f n a t i v e d e o x y ri b o n u c l e i c
a c i d . B i o c h e m i s t r y , 1 1 : 36 10 - 3 6 18 , 19 7 2 .
L i n d a h l
,
T
,
a n d O . K a r l s t r o m . ( 1 9 7 3 ) H e a t - i n d u c e d d e p y ri m i d i n a t i o n o f D N A i n
F ri e d b e r g , E . C , W a l k e r , G . C , a n d S i e d e , W . (19 9 5 ) D N A R e p a i r a n d
M u t a g e n e s i s . A m e ri c a n So c i e t y f o r M i c r o b i o l o g y , W a s h . , D . C .
L i n d a h l
,
T .
,
a n d W o o d , R . (1 9 9 9 ) Qu a l i t y c o n t r o l b y D N A r e p a i r . Sc i e n c e 2 8 6 ( 54 4 6) :
1 8 9 7 .
L i u
,
L .
,
T a v e m a , P . , W h i t a c e r , C M . , C h a t t e r j e e , S , G e r s o n , S . L . , ( 1 9 9 9 ) P h a r m a c o l o g i c
d i s r u p t i o n o f b a s e e x c i s i o n r e p a i r s e n s i t i z e s m i s m a t c h r e p a i r - d e f i c i e n t a n d -
p r o f i c i e n t c o l o n c a n c e r c e l l s t o m e t h y l a t i n g a g e n s , C l i n . C a n c e r R e s . 5 : 2 9 0 8 -
2 9 1 7 .
L i v i n g s t o n , D . C ( 19 6 4 ) B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a 8 7 : 53 8- 5 4 0 .
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L o e b , L . A , a n d P r e s o n B . D . ( 19 8 6 ) A n n u . R e v . G e n e t . 2 0 , 2 0 1 - 2 3 0 .
M a l v y , C , L e f r a n c o i s , M , B e r t r a n d , R , M a r k o v i t s , J , (2 0 0 0 ) M o d i f i e d a l k a l i n e e l u t i o n
a l i o s t h e m e a s u r e m e n t o f i n t a c t a p u r i n i c s i t e s i n m a m m a l i a n g e n o m i c D N A .
B i o c h im i e 8 2 : 7 17 - 7 2 1.
M a y n e , L V . , a n d A . R . L e hm a n n ( 19 8 8 ) C o c k a y n e ; s s y n d r o m e : a U V s e n s i t i v e d i s o r d e r
w i t h a d e f e c t i n t h e r e p a i r o f t r a n s c r ib i n g D N A b u t o v e r a l l e x c i s i o n r e p a i r , P . 3 4 9 -
3 5 3 I n E . C . F r i e d b e r g a n d P C . H a n a w a l t (e d . ) M e c h a n i s m s a n d C o n s e q u e n c e s
o f D N A D a m a g e P r o c e s s i n g A l a n R . L i s s , I n c . , N e w Y o r k .
N a k a m u r a
,
J .
,
L a
,
D . K
,
S w e n b e r g , J . A (2 0 0 0 ) 5
'
- N i c k e d a p u r i n i c / a p y r i m i di n i c s i t e s a r e
r e s i s t a n t t o b e t a - e l i m i n a t i o n b y b e t a - p o l y m e r a s e a n d a r e p e r s i s t e n t i n h u m a n
c u l t u r e d c e l l s a ft e r o x i d a t i v e s t r e s s Jo u r n a l o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y 2 7 5 : 5 32 3 -
5 3 2 8 .
N a k a m u r a , J , W a l k e r , V . E , U p t o n , P . B . , C h i a n g , S - Y . , K o w , Y . W , Sw e n b e r g J . A
( 1 9 9 8) H i gh l y s e n s i t i v e a p u r i n i c / a p y r i m i d i n i c s i t e a s s a y c a n d e t e c t s p o n t a n e o u s
a n d c h e m i c a l l y i n d u c e d d e p u ri n a t i o n u n d e r p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s . C a n c e r
R e s e a r c h 5 8 : 2 2 2 - 2 2 5 .
P f e i f e r , G P ( 19 9 6 ) T e c h n o l o g i e s f o r D e t e c t i o n o f D N A D am a g e a n d M u t a t i o n s .
P l e n u m P r e s s , N e w Y o r k .
P o t t e r
,
P . M .
,
W i l k i n s o n
,
M . C , F i t t o n , J . , C a r r , F J . , B r e n n a n d , J . , C o o p e r , D . P . ( 19 8 7 )
C h a r a c t e r i z a t i o n a n d n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f o g t , t h e 0 6 - a l k y u l g u a n i n e - D N A -
a lk y l t r a n s f e r a s e g e n e o f E . c o h . N u c l e i c A c i d s R e s . 15 : 9 1 7 7- 9 1 9 3 .
R u s y n , I . , D e n i s s e n k o , M . F . , W o n g , V . A . , B u t t e r w o r t h , B . E . , C u n n i n g h a m , M . L . ,
U p t o n , P . B . , T h u r m a n , R . G , S w e n b e r g , J . A . (2 0 0 0) E x p r e s s i o n o f b a s e e x c i s i o n
r e p a i r e n z y m e s i n r a t a n d m o u s e l i v e r i s i n d u c e d b y p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s a n d
i s d e p e n d e n t u p o n c a r c i n o g e n i c p o t e n c y . C a r c i n o g e n e s i s 2 1 : 2 14 1 - 2 1 4 5
Si n g e r , B , K r o g e r , M , C a r r a n o , M . ( 19 7 8 ) O
^
- a n d O
"^
A l k y l p y r im i d i n e
n u c l e o s i d e s : S t a b i l i t y o f t h e g l y c o s y l b o n d a n d o f t h e a l k y l g r o u p a s a
f u n c t i o n o f p H B i o c h e m i s t r y 1 7 : 1 2 4 6 - 5 0
Sr i v a s t a v a
,
D . K .
,
V a n d e r
,
B
. J . , P r a s a d , R . , M o l i n a , J T . , B e a r d W , T o m k i n s o n
A . E
,
W i l s o n
,
S . H . ( 19 9 8) M a mm a h a n A b a s i c S i t e B a s e E x c i s i o n R e p a i r .
J B i o l C h e m . 2 7 3 : 2 12 0 3 - 2 12 0 9 .
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Su t h e r l a n d , B M , B e n n e t t , P v , S i d o r k i n a , O , a n d L a v a l , J . (2 0 0 0 ) C lu s t e r e d
D N A d a m a g e s i n d u c e d i n i s o l a t e d D N A a n d i n h u m a n c e l l s b y l o w d o s e s
o f i o n i z i n g r a d i a t i o n . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . 9 7 , 1 0 3 - 1 0 8 .
T a r d i f f
,
R G
,
L o hm a n
,
P . H . M
,
a n d W o g a n , G N ( 19 9 5 ) M e t h o d s t o a s s e s s D N A
d a m a g e a n d R e p a i r : I n t e r s p e c i e s C o m p a r i s o n s , (S G OM SE C 8 - I P C S 1 9)
3 0 4 .
T a l p a e r t
- B o r l e
,
M .
,
a n d L i u z z i , M ( 19 8 3 ) R e a c t i o n o f a p u r i n i c / a p j n
- i m i d i n i c s i t e s w i t h
[
' ' ^
C Jm e t h y o x y a m i n e A m e t h o d f o r t h e q u a t i t a t i v e a s s a y o f A P s i t e s i n D N A .
B i o c i m . B i o p h y s . A c t a 7 4 0 , 4 1 0 - 4 1 6
T a v e m a
,
P .
,
L i u L .
,
H w a n g H - S , H a n s o n A J , K i n s e l l a T . J . a n d G e r s o n S . L . (2 0 0 1 )
M e t h o x y a m i n e p o t e n t i a t e s D N A s i n g l e s t r a n d b r e a k s a n d d o u b l e s t r a n d b r e a k s
i n du c e d b y T em o z o l o m i d e i n c o l o n c a n c e r c e l l s . M u t a t i o n R e s e a r c h , 4 8 5 : 2 6 9 - 8 1
T im b r e l l , J . A . ( 19 9 1 ) P r i n c i p l e s o f B i o c h e m i c a l T o x i c o l o g y T a y l o r a n d F r a n c i s I n c .
B r i s t o l P A
,
T o w n s e n d
,
L . ( 1 9 8 8 ) Ch e m i s t r y o f N u c l e o s i d e s a n d N u c l e o t i d e s . P l e n u m P r e s s , N ew
Y o r k .
W a d e
,
L . G . ( 1 99 5 ) O r g a n i c C h e m i s t r y . P r e n t i c e H a l l , N e w J e r s e y .
W a r d , J F . (1 9 8 8 ) D N A d a m a g e p r o d u c e d b y i o n i z i n g r a d i a t i o n i n m a m m a l i a n c e l l s :
i d e n t i t i e s , m e c h a n i s m s o f f o r m a t i o n a n d r e p a r a b i l i t y . P r o g . N u c l e i c Sc i d R e s .
M o l . B i o l . 3 5 : 9 5 - 1 2 5 .
W a t s o n , J . D . ( 1 9 7 6) M o l e c u l a r B i o l o g y o f t h e G e n e W . A . B e n j a m i n I n c . , M e n l o P a r k ,
CA .
W e i n fe l d
,
M .
,
L i u z z i
,
M .
,
P a t e r s o n
,
M . ( 19 9 0 ) R e s p o n s e o f p h a g e T 4 p o l y n u c l e o t i d e
k i n a s e t o w a r d d i n u c l e o t i d e s c o n t a i n i n g a p u r i n i c s i t e s : D e s i g n o f
^ ^
P - p o s t l a b e l i n g
a s s a y fo r a p u r i n i c s i t e s i n D N A . B i o c h e m i s t y 2 9 , 17 3 7 - 1 74 3 .
W i l s o n
,
D .
,
B a r s k y , D , (2 0 0 1 ) T h e m a j o r h u m a n a b a s i c e n d o n u c l e a s e : f o r m a t i o n ,
c o n s e q u e n c e s a n d r e p a i r o f a b a s i c l e s i o n s i n D N A . M u t a t i o n R e s e a r c h 4 8 5 , 2 8 5 -
3 0 7 .
W i l s t e r m a n n
,
A . M .
,
O s h e r o f f
,
N . (2 0 0 1 ) B a s e e x c i s i o n r e p a i r i n t e r m e d i a t e s a s
t o p o i s o m e r a s e I I p o i s o n s . J . B i o l . C h e m 2 7 6 : 4 6 2 9 0 - 4 6 2 9 6 .
Y a m a m o t o , Y . F u j i w a r a , Y . ( 19 9 0 ) U r a c i l - D N A g l y c o s y l a s e c a u s e s 5 -
b r o m o d e o x y u r i d i n e p h o t o s e n s i t i z a t i o n i n E s c h e r i c h i a c o l i K - 12 . J . B a c t e r i o l . 1 7 2 :
5 2 7 8 - 5 2 8 5
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Z u b a y , G ( 19 9 8 ) B i o c h e m i s t r y 4 t h e d M c G r a w - H i l l , N e w Y o r k
7 9
